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“(...) aprendi a no creer con demasiada
firmeza en nada de lo que se me hubiera
convencido sélo mediante el ejemplo y la
costumbre, y asi me liberé paulatinamente de
muchos errores”

Discours de la méthode
René Descartes

Ademas, yo sabia por Wakefield que el
Maestro gustaba, como €l mismo decia, de
“alumbrar las almas”. (..) hablaba
largamente, con los ojos entrecerrados,
rodeado por la multitud avida de sus
discipulos. Evocaba recuerdos, contaba
anécdotas, deduciendo moralejas picantes y
profundas. Y si entre esos jovenes bien
educados habia alguno que le hacia frente,
Parrottin se interesaba especialmente en él.
Lo incitaba a que hablara, lo escuchaba
atentamente, le sugeria ideas, temas de
meditacién. Era forzoso que un dia el joven
lleno de ideas generosas, excitado por la
hostilidad de los suyos, cansado de pensar
solo y contra todos, pidiera al Jefe que lo
recibiese a solas; y balbuciente de timidez, le
entregaba sus mads intimos pensamientos, sus
indignaciones, sus esperanzas. Parrottin lo
estrechaba contra su pecho. Decia: “Lo
comprendo, lo comprendi desde el primer
dia”. Conversaba. Parrottin iba lejos, mas
lejos atin, tan lejos que el muchacho lo seguia
a duras penas. Con algunas platicas por el
estilo, podia observarse una sensible mejoria
en el joven rebelde. Veia claro en si mismo,
aprendia a conocer los vinculos profundos
que lo ligaban a su familia, a su medio;
comprendia por fin el papel admirable de la
“glite”. Y para terminar, como por arte de
magia, la oveja descarriada que habia
seguido a Parrottin paso a paso, se
encontraba en el redil, ilustrada, arrepentida.

La Ndusea
Jean-Paul Sartre

(...) por los “errores” que me quedaron y los que
vinieron he “aprendido” a vivir entre ellos: son el
“ejemplo” de mi experiencia y el punto de partida
de mi continuo aprendizaje.

Yo sabia por Wakefield (AM) que el Maestro (JA)
gustaba de “alumbrar las almas”. (...) hablaba
largamente, “caricaturizaba” las situaciones para
escandalizar 'y provocar a la “multitud de
jévenes” que lo rodeaba. Era I6gico que entre esos
jévenes surgiera siempre alguno al que se le
despertara la curiosidad por adentrarse en el
“universo de la tutela del Maestro”. Un dia ese
joven (OM) lleno de ideas “generosamente
desorganizadas”, excitado por la hostilidad de su
medio (que habia descubierto 5 afios antes),
cansado de pensar solo y contra todos, pidié al
Jefe que lo recibiese a solas y balbuciente de
timidez, de igual forma que le librd las “llaves
¢(olvidadas? en la cerradura”, le entregd sus mds
intimos pensamientos, sus indignaciones, sus
esperanzas. EI Maestro se retiré sus gafas con
primera
andanada” diciendo: “Lo comprendo, pero...”.
Conversaron; el Maestro lo incitd a que hablara,
lo escuchd y le sugirid muchas ideas y temas con

ceremoniosa calma 'y “solté su

los que aprender meditando; lo llevd lejos, muy
lejos, lo “descolocé” una y otra vez. Con muchas
pldticas por el estilo, pudo observarse una mejoria
en el joven rebelde: veia claro..., veia claro el
“ruido” y el apasionante universo que siempre
habia estado tras él. Y para terminar, como por
arte de magia, la oveja descarriada (el joven OM)
que habia seguido al Maestro paso a paso
(“disciplinadamente y con toda la fe de la que
podia disponer”), se encontraba en el redil,
agradecida..., muy agradecida e ilustrada.
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Introduccion

I. INTRODUCCION

1. LAS INFECCIONES DE IMPLANTES ORTOPEDICOS: ESTADO ACTUAL

La infeccidon de protesis articulares constituye actualmente un grave problema
de salud publica, ya que estas infecciones suponen una catastrofe para el paciente, una
carga asistencial importante y un gravoso aumento del gasto en términos econdmicos
para el sistema sanitario.

En los tltimos tiempos se ha ido incrementando el niimero de intervenciones
quirurgicas de implantacion de proétesis articulares (artroplastias) realizadas en los
hospitales espafioles hasta convertirse en una practica diaria. Esta circunstancia viene
determinada por el envejecimiento progresivo de la poblacion que proporciona un
gran numero de candidatos a este tipo de intervenciones y por el continuo desarrollo
tecnoldgico aporta unos procedimientos y materiales cada vez mas accesibles (1-3).

Si bien no existen estudios estrictos al respecto, en el estado espafiol el nimero
de artroplastias anuales se estima en unas 30.000, repartidas mayoritariamente entre las
localizaciones de rodilla y cadera, y la incidencia de infeccion protésica articular se
cifra en torno al 3-4% (4). Asimismo, el riesgo de infeccion de una protesis articular
persiste a lo largo de toda la vida de la artroplastia; en este sentido la tasa de infeccion
se cifr6 en un estudio en 59 por 1000 proétesis-ano los dos primeros afios tras el
implante y en 2,3 por 1000 protesis-ano los siguientes 8 afios. Los factores de riesgo
asociados a esta infecciéon son la presencia de infeccién superficial de la herida
quirurgica en el postoperatorio inmediato, una clasificacion operatoria NNIS (Nacional
Nosocomial Infection Surveillance) superior a 2, la presencia concomitante de
neoplasia y la previa realizacion de artroplastias en la misma localizacién. También se
han asociado a un mayor riesgo enfermedades de base tales como diabetes mellitas y
artritis reumatoide, el tratamiento con corticoides, la obesidad, la desnutricion y la
infeccion urinaria concomitante (1;5-7).

Estas infecciones protésicas presentan unas caracteristicas particulares,
determinadas por la presencia del material extrafio y su relaciéon con los

microorganismos y el tejido del huésped. Estas particularidades, que seran mas
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detalladas a continuacion, se relacionan especialmente con la presencia de una biocapa
de glucoproteinas denominada “biofilm” y con la expresion fenotipica de tolerancia
bacteriana a los antibidticos (8-10).

Los microorganismos mayoritariamente implicados en estas infecciones son
Staphylococcus aureus y Staphylococcus coagulasa negativo (entre ambos ocupan el 60%
de los agentes causales); entre el resto de agentes responsables predominana
estreptococos diversos, enterobacterias y Pseudomonas aeruginosa (3).

Las formas clinicas de las infecciones protésicas se clasifican en funcion del
tiempo de aparicion tras su implantacion y de su forma de expresion. Asi la
clasificacién mas ampliamente utilizada, la de Tsukayama et al. (2;11), distingue cuatro
formas clinicas:

- 1/ infeccién postquirargica precoz, de aparicion en el primer mes después
de la artroplastia, se caracteriza por la presencia de signos inflamatorios
locales y en ocasiones sintomatologia sistémica con fiebre y bacteriemia.

- 2/ infeccion postquirtrgica tardia, aparece mas alla del primer mes después
de la implantacion de la protesis, y en ella predomina la clinica ortopédica
con dolor, limitacion funcional de la protesis y aflojamiento de la misma.

- 3/ infeccién hematdgena. Se caracteriza por su presentaciéon aguda con
clinica de dolor y signos inflamatorios locales en el contexto de una
bacteriemia, independientemente del tiempo en que aparezca en relacién
con la artroplastia.

- 4/ cultivos intraoperatorios positivos. Se presenta en aquellos casos con
sospecha inicial de aflojamiento de la prétesis de causa no infecciosa en los
cuales se realiza un recambio de la artroplastia y los cultivos

intraoperatorios resultan con franco crecimiento de microorganismos.

La clasificacion de Tsukayama et al. resulta util para el manejo tanto
diagnostico como terapéutico de los pacientes. Asi, respecto a los métodos diagnosticos
habrd que incluir los signos y sintomas de presentacion, las exploraciones
complementarias (analiticas y pruebas de imagen) y los cultivos microbiologicos

(preoperatorios y/o intraoperatorios) (12-15). En cuanto al manejo terapéutico, éste
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implicard generalmente algin tipo de intervenciéon quirurgica asociado a la
administracion prolongada de antibioticos, seleccionados en base a las particularidades
de estas infecciones. Las infecciones postquirdrgica precoz y hematdgena pueden
tratarse mediante un desbridamiento quirtirgico y el mantenimiento de la proétesis, por
lo que en estos casos la antibioterapia jugara un papel primordial (3;16;17). Por contra,
la infecciéon postquirturgica tardia suele requerir el recambio de la proétesis articular por
otra nueva en un acto quirtrgico tnico (recambio en un tiempo) o multiple (recambio

en dos tiempos) (3;18;19).

Precisamente esta dificultad en el tratamiento y el manejo de las infecciones
protésicas articulares en la practica clinica ha determinado la formacién de grupos
multidisciplinares en varios paises europeos de nuestro entorno, como en el caso de
Francia y Suiza. En el afio 2003, se constituyé en Espana una red tematica de centros
sobre patologia infecciosa (REIPL; 2003-2006), reconocida oficialmente por el ISCIII, y
que incluyo la infeccién de la prétesis articular entre sus lineas prioritarias de estudio.
Nuestro centro forma parte de REIPI y en su nueva etapa como RETICS (2007-2010), la

REIPI mantiene su actividad en esta misma linea de trabajo.
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2. PARTICULARIDADES DE LA INFECCION DE CUERPO EXTRANO

Es bien conocido que la infeccion de material protésico presenta unas
particularidades especificas que determinan una dificultad afiadida para su curacion.
Esto es debido a que las bacterias implicadas en estas infecciones quedan incluidas en
una matriz de polisacaridos y proteinas denominada “biofilm” y sufren una serie de
cambios fenotipicos que las hacen mas tolerantes a los antibidticos (8;9). También la
evidencia de variantes bacterianas de colonia pequefia metabolicamente menos activas
(20), la deficiente funcidn de las células fagocitarias en las inmediaciones del cuerpo
extrafo y la presencia de bacterias intracelulares son otros factores determinantes en la

pobre respuesta antimicrobiana observada en estas infecciones (21;22).

2.1 Biofilm bacteriano

Las bacterias en contacto con una superficie (biologica o artificial) pueden
adherirse a ella y posteriormente, crear puentes de union entre ellas para agregarse. El
conjunto de bacterias produce una serie de glucoproteinas que englobaran a la nueva
poblacion bacteriana que surge de la division celular. Se denomina biofilm a esta
matriz de estructura glucoproteica que engloba al conjunto de bacterias
interrelacionadas y adheridas a una superficie y que establece las bases para la
funcionalidad y viabilidad de todas ellas (9;10;23;24).

El biofilm es considerado una estrategia sofisticada de supervivencia bacteriana
en el medio natural y se ha implicado hasta en un 60% de las infecciones bacterianas en

humanos (9).

2.1.1 Fases en la formacién de biofilm

En la formacion del biofilm se han identificado una serie de fases sucesivas (9):
1. La primera etapa es la adherencia de la bacteria a la superficie protésica. En el medio,
las bacterias suelen encontrarse en estado plancténico, con un metabolismo activo y
division celular exponencial. Al entrar en contacto con una superficie (bioldgica o
artificial) se adhieren a ella utilizando elementos patogénicos diversos; entre ellos, se

ha implicado principalmente a fibronectina.
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2. Agregacion de bacterias y formacion de microcolonias. Una vez que diversas
bacterias se han adherido a la misma superficie, se establecen puentes de union
proteicos entre ellas que determinan su agregacion. A continuacion las bacterias inician
la division y multiplicacion celular formando grupos de microcolonias.

3. Produccién de glucocdlix y creacion de microambientes dentro del biofilm. Estas
bacterias producen una serie de proteinas (exopolisacaridos), denominado glucocalix,
que englobaran al conjunto de bacterias y que creard una serie de comunicaciones entre
ellas, a modo de canales, por las que difunden los nutrientes. Existen variaciones del
pH, oxigeno y nutrientes entre la porciéon profunda del biofilm (en contacto con la
superficie protésica) y la mas superficial, por lo que el resultado final sera la
agrupacion de una poblacion bacteriana heterogénea, con estados metabdlicos distintos.
4. Liberacion de bacterias. El biofilm se considera una entidad dindmica y de las capas
superficiales pueden desprenderse las bacterias, que recuperan nuevamente un estado

planctonico con plena actividad metabdlica.

2.1.2 Comunicacion entre bacterias: “quorum-sensing”

Las bacterias en el interior del biofilm son una auténtica comunidad y como tal
crearan sus vinculos. Se denomina “quorum-sensing” a este conjunto de mecanismos,
que permiten su funcionamiento de forma colectiva y coordinada en el interior del
biofilm; este término fue introducido por primera vez por Fuqua et al (25-27). Para ello,
las bacterias producen una serie de moléculas quimicas y tras alcanzar unos niveles
determinados, en una forma dependiente de la densidad de poblacion bacteriana, se
expresan determinados genes. Estos genes estan implicados en distintos procesos
fisioldgicos bacterianos tales como movilidad, metabolismo, maduracién, virulencia,
etc. Un ejemplo de sistema “quorum sensing” bien estudiado en S. aureus es el
denominado agr (accessory gen regulator) que se ha implicado, entre otras cosas, en la

formacion del biofilm (26).

2.2 Alteraciones fenotipicas de las bacterias. Tolerancia v resistencia antibiotica

La adherencia de las bacterias a un cuerpo extrafio y su localizacion en el

interior del biofilm comportan, como mecanismo de supervivencia, el desarrollo de
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formas fenotipicas con metabolismo minimo (durmientes o esporuladas) (9;10). Estas
bacterias no son mutantes, genéticamente diferentes de las iniciales, sino simplemente
una expresion fenotipica distinta, que puede afectar diversos ambitos del metabolismo
bacteriano (division celular, sintesis de proteinas, tamafio bacteriano,..) y su
sensibilidad a los antibioticos. Las consecuencias patogénicas derivadas de estas
variaciones en las infecciones protésicas resultan obvias (28;29).

Las formas bacterianas del interior del biofilm con un metabolismo minimo
expresan una mayor tolerancia a los antibidticos, que se traduce en una concentracion
minima bactericida (CMB) mas elevada de los antimicrobianos (3;4). Este fendmeno fue
bien documentado a nivel experimental por Chuard et al. a principios de los afios 1990
utilizando un modelo animal de infeccion de cuerpo extrafio por S. aureus (8). En
concreto, bacterias recuperadas ex vivo presentaron un aumento de la CMB de los
diferentes antibidticos de mas de 100 veces por encima de su valor en fase planctonica.
Ademas, estas bacterias ex vivo al ser expuestas a medios de cultivo in vitro con
nutrientes convencionales recuperaban nuevamente su estado metabdlico plancténico
y su total sensibilidad a los mismos antibidticos. De esta forma, se demostré que el
aumento de la CMB era un fenémeno reversible, expresion de una tolerancia fenotipica
bacteriana en una determinada situacion. Actualmente sabemos que este aumento de la
CMB es un fenomeno universal, aunque no repercute en la misma medida en todos los
antibioticos; asi los mas afectados en el caso de S. aureus son los aminoglucosidos, los
betalactamicos y los glicopéptidos, mientras que las quinolonas y especialmente la
rifampicina mantienen una mejor actividad (8;30-32). La tolerancia fenotipica
determina un gran nivel de dificultad terapéutica, ya que los antibi6ticos no consiguen
erradicar las bacterias del biofilm sino solo suprimirlas y al desaparecer su efecto, éstas
son capaces de “despertar”, repoblar el biofilm y provocar una recaida de la infeccién.

Existen algunas formas fenotipicas bacterianas que tienen entidad propia como
son las denominadas “Variantes bacterianas de colonia pequena” (Small colony variants,
SCV) y las bacterias persistentes. Las primeras fueron descritas en 1910, aunque su
importancia clinica fue reconocida en la década de 1990 cuando se describieron estas
variantes bacterianas de S. aureus como responsables de infecciones persistentes,

recurrentes y con gran resistencia a los antibidticos (33;34). Estas SCV son bacterias de
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crecimiento lento que precisan de una determinada sustancia especifica para recuperar
completamente su metabolismo; a este proceso de dependencia metabolica se le conoce
como auxotrofismo. Actualmente se han destacado dos grupos de SCV: las que
presentan un defecto en la sintesis de timidina (auxotréficas para timidina) y las que
son deficientes en el transporte de electrones (auxotréficas para menadiona o hemina).
Su identificacion in vitro se caracteriza por su morfologia pequefia y muestran una
particular capacidad de supervivencia intracelular. Su importancia patogénica se ha
confirmado en estudios recientes en pacientes con infecciones de protesis articulares
por S. aureus y recidiva de la infeccion (20;35).

Respecto a las formas particulares denominadas bacterias persistentes, fueron
descritas en 1944 como bacterias que no se dividen (durmientes) y que son capaces de
resistir elevadas concentraciones antibioticas (36). Estas bacterias persistentes pueden
aislarse in vitro ya que se encuentran en mayor proporcion en la fase estacionaria, y
también se han identificado en el interior del biofilm bacteriano (37;38).

Como se comenta en el siguiente apartado, la deficiencia funcional de las
células fagocitarias en las inmediaciones del cuerpo extrano, determina la presencia de
un elevado porcentaje de bacterias de localizacion intracelular (22;39), cuya
importancia en el mantenimiento y/o recidivas de estas infecciones tras la
antibioterapia no esta claramente establecida. Es sabido que las bacterias intracelulares
presentan una serie de cambios fenotipicos que las hacen mads resistentes a los
antibioticos y que en esta localizacidon se encuentran mads protegidas frente a ellos
(21;40;41). Asi por ejemplo, en trabajos experimentales recientes se document6 que S.
aureus en el interior de osteoblastos presentaba unos cambios en su morfologia con un
destacable engrosamiento de la pared bacteriana (42). De igual manera, es bien
conocido que no todos los antibidticos penetran en el mismo grado en las células
eucariotas y que las concentraciones alcanzadas y la actividad intracelular conseguida
son variables y dependientes del antibidtico (43-45).

Ademads de las dificultades terapéuticas derivadas de las modificaciones
fenotipicas mencionadas, el propio biofilm supone una barrera fisica a la acciéon
antimicrobiana, en cuyo trayecto los antibidticos pueden ser inactivados o atrapados.

Todos ellos se veran afectados, en mayor o menor medida, pero en grado variable
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segun sus caracteristicas; asi los antibioticos de elevado peso molecular tendran
mayores dificultades para su difusion y los betalactdmicos seran particularmente
susceptibles a las betalactamasas presentes en el biofilm (9;24).

Otro hecho limitante derivado del elevado nimero de bacterias en el biofilm es
la competencia bacteriana y la seleccion de cepas genéticamente mejor dotadas, asi
como la transferencia horizontal entre bacterias de sus elementos genéticos. Por todo
ello se pueden producir cepas mutantes, genéticamente distintas de las iniciales, con

resistencia a diversos antibidticos.

2.3 Alteraciones funcionales de las células fagocitarias y del sistema inmunitario.

Las células fagocitarias en contacto con el cuerpo extrafio sufren alteraciones en
su funcionalidad que afectan tanto a su actividad fagocitica como bactericida. En este
sentido, son especialmente destacables los trabajos experimentales de Zimmerli et al.
de la década de 1980, llevados a cabo en un modelo de infeccion de cuerpo extrafio por
S. aureus en cobayas, en los que demostrd6 que las células leucocitarias
polimorfonucleadas con estos defectos funcionales eran incapaces de impedir el
desarrollo de la infeccion y favorecian su mantenimiento. De esta forma se destacaba el
papel responsable que podian tener estos macrofagos alterados en la mayor
susceptibilidad para las infecciones en relacion con los cuerpos extrafos (22;39;46).

Por su parte, el papel correspondiente al sistema humoral en la prevencion y
tratamiento de las infecciones de cuerpo extrafio no es bien conocido. Se considera que
la presencia del biofilm dificulta la funcion de los anticuerpos ya que no pueden tener

acceso a las bacterias incluidas en esta matriz glucoproteica (47).
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3. Staphylococcus aureus

3.1 Caracteristicas microbioldgicas

Staphylococcus aureus es un coco grampositivo de 0,5 a 1,7 pum de didmetro que
pertenece a la familia Micrococcaceae y al género Staphylococcus. Mediante distintas
pruebas de laboratorio se diferencia de otras especies de dicho género (la mas relevante
de las cuales es S. epidermidis); asi Staphylococcus aureus se caracteriza por ser: 1/
catalasa positivo; 2/ coagulasa positivo; y ¢/ fermentador de manitol (48;49).

El término Staphylococcus deriva de la expresion en griego staphylé (racimo de
uvas) y es debido a su caracteristico aspecto microscopico en racimos; aunque estos
cocos pueden también disponerse en solitario o formando parejas o cadenas cortas.
Presenta un rapido crecimiento en medios sélidos de cultivo no selectivos, cuyas
colonias son betahemoliticas con una pigmentacién amarillenta-dorada clasica (48).

Staphylococcus aureus coloniza habitualmente la piel humana y las fosas nasales,
por lo que cualquier traumatismo sobre estas barreras fisicas proporciona una puerta

de entrada para el origen de una infeccion local y/o generalizada.

3.2 Patogenia y factores de virulencia

Staphylococcus aureus es un importante patdogeno responsable de un gran
numero de infecciones en la poblacién general y ademads, especialmente por la
aparicion de estafilococos multiresistentes, constituye un problema de primera
magnitud en las infecciones nosocomiales. Posee diversos elementos que le
proporcionan su extrema virulencia, tales como la pared celular, proteinas de
membrana, enzimas y toxinas (49;50). También presenta la capacidad de invadir el
interior de las células fagociticas y no fagociticas, y de permanecer viable en esta
localizacion, por lo que podra producir infecciones a distancia del foco inicial o bien
ocasionar la recidiva de las infecciones estafilocdcicas (21;42;51). Dispone de sistemas
de regulaciéon de estos mecanismos de virulencia que se activan en funcion de
determinadas condiciones metabolicas y ambientales, actuando como mecanismo de

control tipo “quorum-sensing”; entre éstos, el sistema agr (accessory gen regulator) es
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el mds conocido (26). En los ultimos afios numerosos estudios experimentales se han
encaminado a relacionar la activacion o inactivaciéon de estos sistemas con su
repercusion en la patogenia de la enfermedad estafilococica. También se ha generado
un interés creciente en la busqueda y el desarrollo de sustancias (péptidos o farmacos)
capaces de modular la respuesta de estos sistemas reguladores (52-54).

Las infecciones producidas por S. aureus muestran una gran diversidad de
formas clinicas: infecciones de piel y partes blandas, bacteriemia y endocarditis,
neumonias, infecciones relacionadas con catéteres y otros dispositivos no bioldgicos,
etc. Debe destacarse el protagonismo del microorganismo como agente etioldgico en
las infecciones osteoarticulares (artritis, osteomielitis, espondilodiscitis, etc) y en las

infecciones de implantes ortopédicos (3;48).

3.3 S. aureus en las infecciones de implantes ortopédicos

Tal como se indicé anteriormente, un 60% de las infecciones protésicas
articulares son causadas por estafilococos, tanto S. aureus como estafilococos coagulasa
negativos. Si bien los agentes etiologicos pueden variar en funcion de la epidemiologia
y del tipo de infeccion, hasta en el 25% de los casos podemos encontrar implicado a S.
aureus (meticilin sensible o resistente). Su papel etioldgico es especialmente importante
en las formas clinicas de infecciéon postquirurgica precoz y hematogena, a las que
confiere un peor prondstico en comparacidn con otros agentes etioldgicos (3;4).

En la mayoria de los casos los microorganismos responsables de infeccién
alcanzan la proétesis en el mismo acto de su implantacién en el quiréfano o en el
postoperatorio inmediato. La localizacion cutdnea de S. aureus y su capacidad de
adhesién a cuerpos extrafios son factores que favorecen enormemente su papel
patogénico en estas infecciones. S. aureus es también responsable de gran cantidad de
episodios de bacteriemia que pueden colonizar la protesis articular por via hematogena;
en este supuesto, el riesgo de que se produzca una colonizacion protésica en el curso
de una bacteriemia por S. aureus se cifro en mas del 30%, muy superior al observado en

bacteriemias de otras etiologias (0,3%) (55).
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3.4 Antibioterapia de las infecciones estafilocOcicas asociadas a implantes

ortopédicos

El papel de la antibioterapia en el tratamiento de las infecciones asociadas a
implantes ortopédicos es determinante, pero como se ha indicado, requiere de la
practica concomitante de algun tipo de intervencién quirurgica (desbridamiento o
retirada de la proétesis) para lograr la completa erradicacion bacteriana. La precocidad
en el inicio de este tratamiento combinado médico-quirtirgico es un elemento decisivo
para el éxito final de curacion de la infeccidn protésica (3;17).

La antibioterapia con intencién curativa comporta tratamientos de larga
duracion, que actualmente van desde los 3 meses en las infecciones de protesis de
cadera hasta los 6 en las de rodilla, recomendados de forma un tanto empirica ya que
no existen estudios especificos al respecto (56;57). Las tasas de curacion conseguidas
con estas estrategias de tratamiento dependen sobretodo del tipo de infeccion; asi en
las infecciones postquirdrgicas tardias, tratadas con retirada de la protesis, se puede
alcanzar hasta el 90-95% de curacion, mientras que en las infecciones hematdgenas y
posquirurgicas precoces, tratadas con un desbridamiento quirurgico y mantenimiento
de la protesis, se alcanza el éxito curativo en un 50-70% de los casos (3).

Los antibioticos deben ser seleccionados en funciéon de su actividad en este
contexto, ya que los criterios farmacodindmicos de eficacia habitualmente utilizados
para las infecciones por bacterias en estado plancténico no son aplicables. En el caso de
las infecciones de cuerpo extrafio, el parametro de eficacia mas fiable parece ser el
cociente area bajo la curva/concentracion bactericida minima en fase estacionaria
(AUC/MBCestac) (31;32). De esta forma, el tipo de microorganismo es un factor
determinante en el prondstico de la infecciéon, que depende de la dualidad
microorganismo responsable - antibioterapia disponible; asi por ejemplo S. aureus y
especialmente las cepas meticilin-resistentes, tienen peor prondstico en comparacion

con otros agentes etioldgicos como enterobacterias y estreptococos.

3.4.1 Rifampicina
Se considera el tratamiento antiestafilococico de referencia en las infecciones de

cuerpo extrafio por sus caracteristicas particulares: buena actividad intracelular y
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frente a bacterias en fase estacionaria, y elevada penetracion y difusion tisular. Su
problema principal es el facil y precoz desarrollo de resistencia bacteriana, por lo que
no puede utilizarse en monoterapia.

El uso de rifampicina asociada a otros farmacos se ha mostrado altamente eficaz
en estudios animales y en la prdactica clinica; entre ellas, las combinaciones con
quinolonas son las que demostraron mejores resultados y su asociaciéon con
betalactdamicos y glucopéptidos son buenas alternativas. En cualquier caso, se
considera que el papel primordial del tratamiento acompanante de rifampicina es
evitar el desarrollo de resistencias (56-61).

La dosis de rifampicina mas adecuada para el tratamiento de las infecciones
protésicas estafilocdcicas no esta bien establecida y suele administrarse 600-900 mg/d.
Se recomienda su uso en monodosis en ayunas en base a criterios farmacodinamicos de

eficacia (4).

3.4.2 Fluoroquinolonas: ciprofloxacino y ofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino

Las fluoroquinolonas son los antibidticos considerados de eleccion para la
combinacidn con rifampicina frente a las infecciones protésicas estafilococicas en base a
estudios de eficacia en animales y en humanos. Los trabajos clinicos disponibles son
escasos, y son basicamente series de casos con un numero limitado de pacientes,
tratados con las fluoroquinolonas clésicas: ciprofloxacino y ofloxacino (56;59).
Unicamente existe un estudio randomizado comparativo de eficacia de ciprofloxacino
en combinacidn con rifampicina frente a ciprofloxacino en monoterapia que demostrd
los beneficios del tratamiento combinado y el efecto protector mutuo frente al
desarrollo de resistencias (57).

Un punto destacable de esta asociacion terapéutica es el efecto antagoénico in
vitro que ejerce rifampicina sobre la actividad de las fluoroquinolonas (62;63). Este
hecho habia sido bien descrito frente a bacterias en fase exponencial de crecimiento
pero no se aprecio frente a bacterias en fase estacionaria al utilizar ciprofloxacino como
representante de las cldsicas quinolonas (64). De igual forma, la relevancia clinica de
este efecto antagdnico no ha sido nunca apreciada en el contexto de las infecciones

protésicas estafilocdcicas.
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Las nuevas fluoroquinolonas desarrolladas en los ultimos afios, levofloxacino y
moxifloxacino, tienen una mayor actividad antiestafilocécica in vitro que ciprofloxacino
u ofloxacino, en detrimento de su actividad frente a bacilos gram negativos. Estas
nuevas quinolonas van incorporandose a la practica clinica de las infecciones
protésicas amparadas por los buenos resultados obtenidos con las quinolonas clasicas,
pero su grado de eficacia no ha sido todavia contrastado. Asi, recientemente se ha
recomendado el uso de levofloxacino 750 mg/d mas rifampicina como tratamiento

electivo de las infecciones estafilocdcicas protésicas (3;65;66).

3.4.3 Beta-lactamicos (cloxacilina) y glucopéptidos (vancomicina)

Tanto los antibidticos (3-lactamicos como los glucopéptidos ejercen su actividad
antimicrobiana sobre la pared bacteriana y son considerados agentes antiestafilocdcicos
bactericidas de referencia, cloxacilina frente a S. aureus meticilin sensible y vancomicina
frente a S. aureus meticilin resistente. Su principal limitacion en el tratamiento de estas
infecciones es su escasa actividad frente a las bacterias estacionarias del biofilm,
precisamente porque por su mecanismo de accion requieren que la bacteria se
encuentre en fase replicativa (8;30-32). Un inconveniente adicional estriba en la
necesidad de su administracion por via parenteral exclusivamente, en infecciones que
requieren un tratamiento prolongado.

Por tanto, su papel principal en el tratamiento de estas infecciones seria el de
proporcionar un efecto protector frente al desarrollo de resistencias a rifampicina. En
esta funcion unicamente existen referencias esporadicas sobre la aparicion de
resistencia a rifampicina en la terapia combinada con vancomicina (quizas por un perfil

farmacocinético diferente de ambos antibidticos), pero no con cloxacilina.

3.4.4 Nuevos antibidticos: linezolid

Linezolid es un antibiético de reciente aparicion, con un espectro de actividad
selectivo frente a cocos gram positivos, considerado un agente bacteriostatico y que
presenta un margen de seguridad amplio frente al desarrollo de resistencias. Entre sus
efectos secundarios destaca la apariciéon de toxicidad frente al sistema hematopoyético

y el sistema nervioso, y esto limita su uso a dosis mayores de las recomendadas asi
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como su tratamiento prolongado. La eficacia clinica de linezolid ha sido demostrada en
determinadas situaciones como infecciones de piel y partes blandas, y las neumonias
por S. aureus resistente a meticilina asociadas a dispositivos de ventilacion mecanica
(67). Linezolid posee la ventaja de poder administrarse por via oral con una excelente
biodisponibilidad y presenta buena difusion tisular y en biocapas. Estas caracteristicas
le hacian especialmente atractivo para su uso en las infecciones protésicas, si bien la
experiencia clinica en este ambito es relativamente limitada (68;69). Su uso se ha

centrado en las infecciones por SARM debido a las escasas alternativas terapéuticas.

4. MODELOS ANIMALES DE INFECCION EXPERIMENTAL

4.1 Ventajas y limitaciones

Tras la realizacion de los estudios in vitro pertinentes, los modelos con animales
de experimentacion ofrecen la posibilidad de estudiar in vivo un fenémeno concreto y
suponen un paso previo a los estudios clinicos en humanos.

En el caso de las enfermedades infecciosas, los modelos de investigacion en
animales han tenido histéricamente una gran importancia para el estudio in vivo de los
mecanismos patogénicos de las infecciones y su tratamiento. En este campo, tras la
evaluacién de la actividad antimicrobiana frente a un determinado microorganismo, la
experimentacion animal permite estudiar la eficacia de los antibioticos en su
interaccidn con el sistema inmunitario. También en el ambito de la antibioterapia, estos
modelos animales permiten el estudio de nuevos farmacos en desarrollo (en cuanto a
eficacia y seguridad), el estudio de mecanismos de resistencia a los antibidticos, etc.
Otras ventajas de los modelos animales se relacionan con la reproducibilidad de los
resultados, la posibilidad de estudiar un gran namero de individuos o la cuantificacién
de unos parametros objetivos (70-72).

Los animales utilizados con mas frecuencia en estos estudios son ratones, ratas,

cobayas y conejos. La eleccion final del animal dependera de multiples factores:
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facilidad para el manejo del animal, susceptibilidad al agente infeccioso que se desea
usar, coste del animal, reproducibilidad de la infeccion a estudio en el animal, ...

Al estudiar los antibiéticos en animales hay que dar una gran importancia a las
diferencias en la farmacocinética entre las especies. Globalmente, cuanto mas pequefio
es el animal, mas acelerado es su metabolismo de los farmacos. De esta manera, en los
ultimos afios ha ido aumentando el conocimiento sobre la farmacocinética y la
farmacodinamica (PK/PD) de los antibidticos y se han mejorado los estudios para
seleccionar aquellas dosis en animales que mejor representen las dosis utilizadas en
humanos para cada antibiotico. Existen estudios en modelos animales de infeccion y
ensayos clinicos en humanos que apoyan la idea de que los parametros PK/PD de
eficacia clinica y microbioldgica son muy similares entre diferentes especies animales y
el hombre (73;74).

En su contra, los modelos animales “simplifican” la infecciéon que es objeto de
estudio. La gran variedad en la sintomatologia clinica de una enfermedad infecciosa
(variaciones individuales, regionales, estacionales, etc) asi como la complejidad de su
evolucion y prondstico (en ocasiones impredecible), son reducidas a un modelo animal
relativamente predecible y estandarizado.

Con todos estos matices hay que tener bien presente que los estudios en
animales no deben nunca conducir a conclusiones de incorporacion inmediata para el
hombre, sino que deberian ser un elemento de base para la investigacion clinica en

humanos.

4.2 Modelo experimental de infeccion de cuerpo extrafio en rata por S. aureus

Entre los modelos animales que reproducen este tipo de infecciones existen los
que incorporan la implantacién de prétesis en el animal, tanto ratas como conejos.
Estos modelos reproducen la funcionalidad de la protesis y las limitaciones por su
infeccién, pero son muy complejos y comportan un elevado coste econdmico (70).

Otro modelo, que fue finalmente el escogido por nuestro grupo y la base del
presente proyecto de investigacion, es el de la infeccion de cajas de Teflon subcutdneas,
desarrollado en ratas y cobayas (70). Se trata de un modelo ampliamente aceptado,

descrito inicialmente en la década de 1980, que ha mostrado su utilidad para
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reproducir una infeccién asociada a cuerpo extrafio. Inicialmente fue descrito en
cobayas y utilizado sobretodo en el estudio de la patogenia de esta infeccién,
posteriormente se us6 para evaluar la eficacia de algunos antibidticos en la profilaxis
de la infeccion de cuerpo extrafio y en ambos ambitos consiguié aportar resultados
relevantes. Cuando mas adelante se quiso valorar la eficacia terapéutica de los
tratamientos antibidticos se desarrolld el modelo en ratas, ya que estas toleran
tratamientos mas largos que las cobayas (mas alld de 4 dias). Este modelo en ratas
también permitié incorporar en el estudio un cambio en la duracion de la evolucion
natural de la infeccidn antes del inicio del tratamiento antibidtico que pasé a ser de 2-3
semanas respecto a las 24-72 horas en el modelo en cobayas. Ambos modelos,
realizados por dos grupos investigadores suizos distintos, centraron sus estudios en la
infeccion estafilocdcica (SAMS y SARM) y en los siguientes afios coexistieron en la
literatura aunque en la década de 1990 la mayor aportacion de resultados se hizo con el
modelo en ratas. Finalmente, los resultados obtenidos con este modelo fueron la base
para estudios clinicos en humanos que concluyeron con el uso de rifampicina en el
tratamiento de estas infecciones estafilococicas (22;32;39;57,58;60;61;75).

Cuando nos propusimos desarrollar un modelo de infeccion de cuerpo extrafio,
nuestro objetivo principal era evaluar la eficacia terapéutica de distintos tratamientos
antibioticos por lo que optamos por el modelo en ratas descrito por Lucet et al. (60).
Este modelo reproduce una infeccién crénica (2-3 semanas de evolucién), permite el
tratamiento prolongado de los animales (entre 1 y 3 semanas), la evaluacion local de la
infeccion y la eficacia del tratamiento mediante el andlisis del liquido de las cajas de
Teflon. Obviamente sus limitaciones incluyen la localizacién subcutanea del cuerpo

extrafio y su ausencia de funcionalidad.
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I.  JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE
TRABAJO

La infeccion de material protésico en Ortopedia y Traumatologia supone un
gran problema clinico desde el punto de vista del paciente y del sistema sanitario. Este
tipo de infecciones son un reto terapéutico para el equipo médico en el que, en nuestro
Hospital, participan diariamente cirujanos ortopédicos y médicos infectdlogos. Al
prever que las infecciones de material protésico continuarian siendo un problema
sanitario de primera magnitud en los préximos afios, se impulsd el disefio y la

concepcion del presente proyecto.

Los modelos animales de infeccién experimental son un instrumento de
aproximacion a los problemas clinicos ampliamente aceptados. Las ventajas que
supone el estudio in vivo en animales como complemento adicional a los estudios in
vitro son bien reconocidas ya que reproducen un entorno dindmico, fisioldgico e
immunologico. De igual manera, estos modelos animales no estan exentos de una serie
de limitaciones si se pretende extrapolar sus resultados directamente a los problemas

clinicos en humanos.

Al iniciar el proyecto consideramos que el modelo animal seria un método
adecuado para conocer las posibilidades terapéuticas de mayor eficacia en el ambito de
las infecciones asociadas a cuerpo extrano; entre los modelos experimentales existentes
concluimos que el desarrollado en ratas era ampliamente reconocido y adecuado. De
las distintas opciones de tratamientos antibidticos convenimos estudiar aquellos
antimicrobianos ya disponibles comercialmente de manera que los resultados que
obtuviéramos pudieran ser facilmente expuestos a la practica clinica. En particular,
centramos nuestro interés en confirmar el papel principal de rifampicina en la infecciéon
de cuerpo extrafio estafilocdcica, asi como en comprobar si las nuevas fluoroquinolonas
(en especial, levofloxacino) podrian aportar mayor eficacia a la terapia combinada con
rifampicina que las clasicas ciprofloxacino u ofloxacino. Tuvimos también un especial

interés en estudiar la eficacia de linezolid, un nuevo antibiético que en el momento de

43



Justificacion del estudio e Hipotesis

plantear nuestro trabajo se habia utilizado con escasa experiencia en infecciones

protésicas especialmente por estafilococos meticilin resistentes.

ii.

iii.

44

En concreto, planteamos las siguientes hipotesis de trabajo:

Respecto al estudio de la eficacia de los diversos antibidticos y sus
combinaciones en la infeccion asociada a cuerpo extrano, consideramos que las
combinaciones antibidticas que incluyen rifampicina deberian ser las mas
activas frente a la infeccion por S. aureus. Los nuevos antibidticos como las
modernas fluoroquinolonas y linezolid podrian suponer una aportacion

relevante en el tratamiento de estas infecciones.

La posible aplicacion de los resultados obtenidos podria ser inmediata,
teniendo en cuenta que los fdrmacos a utilizar estan ya libremente
comercializados. En este sentido, los resultados permitirian perfilar los
protocolos terapéuticos pertinentes para ser asumidos en nuestro ambito
hospitalario particular y en el “Grupo de estudio de la patogenia y tratamiento
antimicrobiano de la infeccion de la protesis articular” constituido en el seno de

la red de patologia infecciosa (REIPI).

Finalmente, los resultados obtenidos conllevarian la conveniencia de proseguir
con posteriores estudios para profundizar en el conocimiento de la patogenia y

posibilidades terapéuticas de este tipo de infecciones.
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III. OBJETIVOS

Primero: Desarrollar y estandarizar en nuestro medio un modelo

experimental de infeccién de cuerpo extrano en rata.

Segundo: Estudiar y evaluar la eficacia comparativa de diversas
monoterapias de tratamiento antiestafilocdcico en la infeccién de cuerpo

extrano.

Tercero: Estudiar la eficacia de las nuevas fluoroquinolonas y su relacion con

los pardmetros farmacodindmicos.

Cuarto: Estudiar la eficacia de la combinacion levofloxacino-rifampicina en la

infeccion de cuerpo extrafio por S. aureus sensible a meticilina.

Quinto: Estudiar la eficacia del linezolid solo y en combinacion con

rifampicina en la infeccion estafilococica de cuerpo extrafio.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. SELECCION DE LA CEPA BACTERIANA DE S. aureus METICILIN SENSIBLE

Todos los estudios, in vitro e in vivo, se realizaron con la cepa S. aureus ATCC
29213. El Centro ATCC (American Type Culture Collection) es una entidad privada
dedicada a la coleccidn, preservacion y distribucion de microorganismos, asi como de
virus, sondas DNA, y células humanas y animales. La cepa se selecciono,
principalmente, por formar parte de esta coleccion ATCC por lo que podria ser
facilmente accesible para el nuestro y otros grupos de investigacién a la hora de
comparar resultados publicados en la literatura médica. Ademas, la cepa S. aureus
ATCC 29213 cumplia con los requisitos imprescindibles de sensibilidad a los

antibioticos que iban a ser estudiados.

2. AGENTES ANTIMICROBIANOS

Para los estudios in vitro se utilizd la sustancia purificada de cada antibidtico,
resuspendida segun 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.

Todos los antibioticos fueron facilitados generosamente por sus respectivos
laboratorios: Levofloxacino (Aventis Pharma, Alemania), Moxifloxacino (Bayer,
Alemania), Rifampicina (Aventis Pharma, Espafia), Linezolid (Pfizer, Espafia),

Cloxacilina y Vancomicina (Normon, Espana).
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3. ESTUDIOS in vitro
La actividad in vitro de los antibidticos fue evaluada mediante la determinacién
de CMlIs, CMBs y la realizacién de curvas de letalidad en las dos fases del crecimiento

bacteriano.

3.1 Fases exponencial y estacionaria del crecimiento bacteriano in vitro

Las bacterias en un medio de cultivo liquido sin restricciéon de nutrientes se
multiplican a lo largo del tiempo de una forma bifdsica, con una fase inicial de
crecimiento exponencial seguida de otra de “no crecimiento” o estacionaria a la que se
llega después de unas horas de multiplicacién (en funcién de la cepa bacteriana) y se
mantiene mas alla de 24 horas si no existe lisis bacteriana espontanea (Figura IV.1)

Los estudios in vitro habituales se realizan de forma estandarizada con bacterias
en fase exponencial. El interés por los estudios en fase estacionaria por nuestra parte
vino dado porque en dicha fase las bacterias expresan tolerancia a los antibidticos que
es una caracteristica comun con las bacterias implicadas en el biofilm. Por este motivo,
trabajos precedentes apoyaban el uso de los resultados obtenidos con los estudios in
vitro en fase estacionaria como un instrumento mas util para explicar los resultados

obtenidos in vivo en las infecciones de cuerpo extrano (31;32).

Log Namero de Microorganismos viables

Tiempo

Figura IV.1. Esquema de las fases de crecimiento in vitro de
las bacterias: 1, fase exponencial; 2, fase estacionaria; y 3, fase
de lisis espontanea.
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3.2 Estudios preliminares: influencia del indculo bacteriano v del medio de

nutrientes en la actividad bactericida de los antibidticos.

Formando parte del proceso de estandarizacion de los estudios in vitro en fase
estacionaria, realizamos unos experimentos previos en los que evaluamos cémo la
actividad bactericida de los antibidticos cloxacilina y levofloxacino se veia influenciada
por el indculo bacteriano elevado y la limitaciéon de nutrientes, los dos elementos
caracteristicos de la fase estacionaria. Observamos que la actividad de ambos
antibioticos fue maxima en condiciones estandar (fase exponencial, sin limitacion en
los nutrientes y con inoculo de 10° ufc/ml) y como la actividad bactericida disminuia
tanto al utilizar indculos bacterianos elevados como al limitar los nutrientes.
Finalmente, la situacion mas exigente fue la de bacterias en fase estacionaria donde se
utilizaban indculos bacterianos de 10%® ufc/ml y medio de nutrientes restrictivos
expresandose mayor tolerancia a los antibidticos, aunque ésta no afecté igual a
cloxacilina y a levofloxacino. En la Figura IV.2 se muestran resumidamente los

resultados para ambos antibidticos.
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Figura IV.2. Influencia de los cambios en el tamafio del
indculo y la fase de crecimiento bacteriano en la actividad in
vitro de cloxacilina (A) y levofloxacino (B). Abreviaciones:
FXP, fase exponencial; FST, fase estacionaria; 10(5), in6culo
105log CFU/ml; 10(8), inéculo 108log CFU/ml.
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3.3 Determinacion de CMI y CMB.

Se estudid la CMI y CMB para todos los antibidticos con bacterias en fase
exponencial siguiendo las recomendaciones del CLSI con el método de macrodilucién
(76), y también se determind la CMB con bacterias en fase estacionaria de crecimiento.
Se define como CMI aquella concentracién minima del antibidtico capaz de inhibir el
crecimiento macroscopico de la bacteria, y como CMB a la concentraciéon minima del
mismo capaz de erradicar el 99,9 % del indculo inicial.

El método para estudiar in vitro bacterias en fase estacionaria no estd tan
claramente establecido, asi que en nuestro caso estandarizamos una metodologia
previamente descrita con un sistema de macrodilucion que se habia mostrado util para
predecir los resultados de estudios in vivo de infeccién de cuerpo extrano (32). Para ello
las bacterias se hicieron crecer en un medio de cultivo liquido mds de 16 h para que
alcanzasen la fase estacionaria, a continuacion se centrifugaron y se resuspendieron en
un medio restringido de nutrientes (PBS + 1% glucosa + 4% caldo Mueller-Hinton) a
una alta densidad bacteriana (10® ufc/ml) en el cual permanecian estables y sin
crecimiento remarcable mas alld de 24 h. En esta situacion las bacterias se exponian a
distintas concentraciones de antibiodtico (crecientes en orden 1:2) y se incubaban a 37°

durante 24h para determinar la MBC.

3.4 Curvas de letalidad.

Se realizaron en fase exponencial y estacionaria para todos los antibidticos en
solitario y para sus combinaciones con rifampicina.

En los estudios en fase exponencial, las concentraciones de antibidtico se
escogieron entre un rango por encima y por debajo de la CMI (128-0.5 XCMI) en base a
los niveles séricos alcanzados en humanos con las dosis convencionales de cada
antibiotico. Se siguieron las recomendaciones de la NCCLS, utilizando 10 ml de caldo
Mueller-Hinton en los que se afiadié un indculo bacteriano (entre 5 x 10° y 5 x 10°
UFC/ml) y una concentracion determinada de antibidtico en solitario o en combinacién
con otro; estos tubos fueron mantenidos a 37° durante 24 h en una estufa con agitacion
continua (77). En este proceso se extrajeron muestras de los tubos en distintos puntos

horarios (a las 0, 8 y 24 h del inicio) y se cultivaron para obtener recuentos cuantitativos
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bacterianos a lo largo del tiempo. La actividad antimicrobiana del antibiético se calculd
para cada una de las concentraciones del mismo, solo o en combinacion, a partir del
descenso de recuentos bacterianos obtenidos al final del experimento.

Para los estudios en fase estacionaria se utilizaron, generalmente,
concentraciones de antibidtico mayores que en fase exponencial debido al fendmeno de
tolerancia antibidtica, y éstas correspondian a los niveles alcanzados en el liquido de
las cajas en el pico (concentraciéon maxima), en el valle (concentracidn alcanzada previa
a la administracion de la siguiente dosis) y en un nivel intermedio entre ellos. En todos
los casos, estas concentraciones correspondieron a niveles alcanzables en suero de
humanos. En estas curvas de letalidad se utiliz6 el medio restrictivo de nutrientes con
indculos bacterianos altos (10% ufc/ml) comentado anteriormente y el resto del proceso
siguio la metodologia de las curvas en fase exponencial incubandose a 37° durante 24 h
y realizando recuentos bacterianos cuantitativos a las 0, 8 y 24 horas del experimento.

La actividad del antibiotico, en ambas fases de crecimiento, fue definida como
bactericida cuando conseguia erradicar el 99,9 % del indculo inicial (esto es, un
descenso en el recuento bacteriano final > 3 log cfu/ml). En los estudios de actividad de
las combinaciones de antibidticos se definié como efecto sinérgico el aumento > 2 log
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 combinacion > 2 log. Todos los experimentos

fueron realizados, como minimo, por duplicado.

3.5 Determinaciéon de la concentracion preventiva de mutantes (CPM) de las

fluoroquinolonas

La concentracién preventiva de mutantes (CPM, adaptacién de su acronimo
anglosajon MPC, “Mutant prevention concentration”) es aquella concentracion minima
de antibidtica capaz de inhibir el crecimiento de bacterias mutantes resistentes
presentes en un alto indculo bacteriano. En los ultimos afos los estudios de la CPM
han sido desarrollados ampliamente con las fluoroquinolonas porque las bacterias
desarrollan resistencia a ellas mediante un proceso secuencial de mutaciones genéticas;

en el caso de S. aureus las mutaciones en parC (gen que codifica la subunidad de
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topoisomerasa IV) aparecen primero y en un segundo paso lo hacen en gyrA (gen que
codifica la girasa). La presencia de una doble mutacion genética espontdnea es rara,
ocurriendo con unas frecuencias > 1 x 102 - 10-%, por lo que es mas determinante la
existencia de una primera mutacién (que ocurre con frecuencias menores) ya que
puede afectar la actividad de las quinolonas y favorecer la aparicion de la segunda
mutacion. El interés por el estudio in vitro de la CPM con altos inoculos (10 UFC/ml)
viene dado por permitir la deteccion de cepas resistentes en una poblacién amplificada
(78-80).

Las CPMs se determinaron siguiendo la metodologia previamente descrita en la
literatura (80). Para ello se hicieron diversas placas de agar (MHA, BECTON-
DICKINSON) a las que se afiadio una concentracion conocida de antibidtico (diferente
en cada placa, segin un orden creciente respecto de la previa) y sobre ellas se afiadid
un alto indculo de S. aureus (10 UFC/ml) obtenido después del crecimiento en caldo de
cultivo Mueller-Hinton durante 24h, centrifugado y convenientemente diluido. Las
placas con el indculo fueron incubadas a 37° durante 48h; se definié la CPM como la
minima concentraciéon de antibidtico que prevenia el crecimiento macroscépico de
bacterias. Se determinaron las CPMs de levofloxacino (con placas de agar que

contenian concentraciones de 0,5; 0,6; 0,8 y 1 ug/ml) y moxifloxacino (con 0,12; 0,25; 0,5

y 1 pg/ml).
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4. ESTUDIOS TERAPEUTICOS EN ANIMALES

4.1. Metodologia para la estandarizacion del modelo experimental de infeccion de

cuerpo extrafno

El estudio fue aprobado por el Comité Etico para la Experimentacién Animal
(CEEA) de la Universitat de Barcelona y del DARP de la Generalitat de Catalunya. El
modelo estd basado en el descrito por Lucet et al. en ratas macho Wistar con un peso
aproximado de 200-225 g. al inicio del experimento, que fue minimamente modificado
por utilizar un menor nimero de cajas de Teflén en cada rata (60). Los animales fueron
alojados en las instalaciones del Estabulario del Campus de Bellvitge durante todo el
experimento y tuvieron acceso a comida y agua ad libitum.

Los elementos y procedimientos necesarios para la realizaciéon del modelo son
detallados a continuacion:

1/ Cajas de Teflon y piezas de metacrilato. Las cajas de Tefléon son cilindricas, estan
multiperforadas con 150 agujeros de 1 mm de diametro y tienen las siguientes medidas:
30 mm de largo, 12 mm de didmetro externo y 10 mm de didmetro interno; en cada
extremo se cierran con una tapa que presenta un agujero de 2 mm de didmetro por el
que se puede acceder al interior de la caja mediante una puncién con aguja. Las piezas
de metacrilato (7x7x1 mm) se introducen en nimero de dos en el interior de cada caja
de Teflon antes de cerrarla con la tapa. Todo este material no lo encontramos
comercializado por lo que una empresa local (Mecanizados El Besds, S. Adria del Besos)
las fabricé especialmente en base a las indicaciones que les realizamos. En la Figura
IV.3 se muestra una fotografia de una caja de Teflon.

2/ Anestesia, analgesia y sacrificio de los animales. Los anestésicos, ketamina (80 mg/kg;
Ketolar 50, PFIZER) y xilacina (10 mg/kg; Rompun 2 %, BAYER), se administraron
intraperitonealmente cuando los animales iban a ser sometidos a cirugia. Se utilizo
anestesia inhalada con isoflurano (Forane, ABBOTT) para los procedimientos de
obtencion de muestras. La analgesia requerida para el postoperatorio se administrd
mediante una inyeccién tnica intraoperatoria de buprenorfina s.c. (0,01 mg/kg, Buprex,

SCHERING-PLOUGH). El sacrificio de los animales se realizo mediante la inyeccidon
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intracardiaca de una sobredosis de penthotal (Tiobarbital, BRAUN) con el animal

previamente anestesiado.

Figura IV.3. Fotografias de la caja de Teflon y sus diferentes
elementos (tapas de las cajas y piezas de metacrilato con
flechas negras y blancas, respectivamente) en las que se

aprecia su tamafio (A) y su montaje en el momento de
implantarse en el animal (B).

3/ Inéculo bacteriano. La preparacion del indculo bacteriano se realizé siempre en el
Servicio de Microbiologia del HUB de acuerdo con el siguiente protocolo: a partir de
alicuotas congeladas (a -70°C) se realizaba un pase a una placa de TSA 5% de la cepa de
S. aureus y se incubaba a 37°C durante toda la noche. Al dia siguiente, algunas colonias
se resuspendian en caldo TSB haciéndolas crecer durante 4-6 h a 37°C para luego
centrifugarlas y resuspenderlas en suero fisioldgico hasta ajustarse a una densidad

Optica equivalente al indculo necesario (0,2 x 10° a 2 x 10° ufc/ml).

4.2. Obtencién y procesamiento de las muestras

Todos estos procedimientos fueron realizados de acuerdo a la metodologia
descrita con el modelo experimental inicial, ya que se habia mostrado adecuada para

mantener la viabilidad de las bacterias durante su procesamiento (8;60).

i/ Liquido del interior de las cajas de Teflon (TCF).

Mediante una puncién transcutdnea se recuperaban unos 0,2-0,4 ml de liquido
de las cajas que se sometian a un proceso de sonicacion mediante un bafio de
ultrasonidos (150 W durante 1 min, BRANSON 5510; AFORA) para minimizar la
agregacion celular. Este liquido procesado se utiliz6 para realizar recuentos bacterianos

del mismo y para el estudio de resistencias. En el primero de los casos, 100 ul de las
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muestras del TCF y de las posteriores diluciones 1:10 se sembraban en placas de TSA
sangre, se incubaban a 37°C durante 48 h y se obtenia asi los recuentos cuantitativos

bacterianos que se expresaron en forma de log UFC/ml (limite deteccién 10 UFC/ml).

ii/ Piezas de metacrilato del interior de las cajas de Teflon.

Las piezas recuperadas se introducian en un tubo de ensayo con 1 ml de PBS
para un “lavado mecdanico” (utilizando vértex) y se pasaban a un nuevo tubo con PBS
para repetir este procedimiento 2 veces mdas. A continuacidn se colocaban las PM en
otro tubo con 1 ml de PBS con tripsina (6 U/ml; Trypsin 500 mg, SIGMA) durante 20
min a 37°C para su digestion enzimatica (“proceso de tripsinizacién”) y finalmente, se
recuperaba el liquido del procesamiento, se sonicaba (150 W, 1 min) y se utilizaba para
realizar recuentos bacterianos (siguiendo la misma metodologia descrita antes) y para

el estudio de resistencias.

iii/ Sangre mediante puncion intracardiaca.

Este procedimiento fue utilizado para los estudios de farmacocinética y para el
sacrificio final; para ello se anestesiaba el animal con isoflorano inhalado y se realizaba
la puncién intracardiaca con una aguja 25G para extraer una muestra de 0,3ml de

sangre o bien inyectar una dosis letal de tiopenthal.
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4.3 Diseinno experimental del modelo de infeccion de cuerpo extrafio en rata:

protocolo esquematico

Sacrificio
Cirugia Inoculacion (dias 8, 11, 15)
24h
3 semanas i 3 semanas i 7,10 o 14 dias I l
Inicio Fin
tratamiento tratamiento
(dia 1)

Figura IV.4. Esquema del disefio experimental del modelo
de infeccion de cuerpo extrafio por S. aureus en rata.

Los sucesivos pasos del disefio experimental del modelo se resumen a

continuacion y se representan esquematicamente en la Figura IV 4.

1/ Cirugia. Se implantaban las dos cajas de Teflon, con las piezas de metacrilato en su
interior, en el lomo de los animales.

2/ Inoculacién. Después de 3 semanas de la cirugia la herida estaba totalmente

cicatrizada y se procedia a la inoculacion bacteriana en el liquido de las cajas;
previamente se comprobaba la esterilidad del liquido para excluir de los estudios
terapéuticos aquellas en las que se detectara algun tipo de crecimiento.

3/ Inicio del tratamiento (dia 1). Tres semanas después de la inoculacién se inici6 el

tratamiento previa obtenciéon de muestras del liquido para tener los recuentos

bacterianos iniciales. Se definié un recuento minimo de 5 log CFU/ml para que la
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muestra fuera incluida en los estudios terapéuticos; se excluia un animal solo si ambas
cajas tenian recuentos bacterianos por debajo de este recuento. Los animales fueron
aleatorizados para incluirse en el grupo control o en los distintos grupos terapéuticos.

4/ Tratamiento. Se administro intraperitonealmente; se mantuvo durante 7, 10 o 14

dias en funcion del estudio de eficacia que se disefi6 para cada pauta terapéutica.

5/ Fin del tratamiento. A las 24 h de finalizar el tratamiento (para minimizar el efecto

de persistencia del antibidtico) se obtuvo liquido de las cajas para realizar el recuento
final cuantitativo de bacterias, se sacrificaron los animales y se recuperaron las piezas
de metacrilato (Figura IV.5). Segtn la duracion del tratamiento, se denominé a este
punto final como dia 8, 11 o 15.

6/ Evaluacién de la eficacia terapéutica. Se evalué mediante el descenso en los

recuentos bacterianos entre el inicio y el final del tratamiento (A log ufc/ml). También
se estudidé en algunos casos la eficacia mediante la cuantificacion de bacterias en las

piezas de metacrilato.

Figura IV.5. Fin del tratamiento antibidtico. A: una vez
sacrificado el animal, se disecciona la piel y el tejido
subcutdneo para la extraccion de las cajas de Teflon. B:
recuperacion de las piezas de metacrilato (flecha negra) del
interior de las cajas.
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5. ESTUDIOS DE FARMACOCINETICA

Los estudios de farmacocinética fueron realizados antes de iniciar los
experimentos terapéuticos con el objetivo de seleccionar la dosis de antibidtico a

administrar a los animales que fuera equivalente a las dosis utilizadas en humanos.

5.1 Metodologia

Se utilizaron ratas no infectadas a las que se les administré una dosis tnica
(ajustada por peso) del antibidtico a estudio y posteriormente se obtenia una muestra
de sangre (300-400 pl) y del liquido de las cajas (300 pl) en varios puntos horarios
seleccionados (no menos de 6 en cada caso); estas muestras se centrifugaban y el suero
y liquido resultantes se congelaban a —70° hasta su analisis. En cada punto horario se
usaron 4 animales que pudieron ser utilizados en 2 o 3 puntos horarios para minimizar
el nimero total de animales usados; asi, para cada una de las pautas antibioticas se
trabajo con unas 10 ratas.

En algunos casos las dosis de antibidtico estudiadas fueron basadas en estudios
farmacocinéticos en ratas previamente publicados; en otros casos se realizaron
multiples ensayos con diferentes dosis. Debido al tratamiento prolongado del modelo,
con la dosis final seleccionada se realizd también una determinacion de las
concentraciones de antibidtico del dia 4° del experimento terapéutico obtenidas en el
valle (momento previo a la dosis siguiente) y en el pico posterior (concentracién

maxima después de esa dosis).

5.2. Determinacion de niveles de antibiodtico

Se realizo con la técnica de bioensayo por difusidon en agar en todos los casos
excepto para vancomicina, en el que se utilizéd la técnica de inmunoensayo de
fluorescencia polarizada.

En el método de bioensayo se prepararon unas placas con medio de cultivo
adecuado (Antibiotic medium N®° 1, DIFCO) y una proporciéon de microorganismo,
seleccionado por su sensibilidad al antibidtico que se queria analizar (81). En esas

placas se colocaron unos discos de celulosa impregnados con una concentracidon
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conocida de antibiotico a testar, en el caso de las placas que servian de patrén de
referencia, y después de unas horas de incubacion se determinaron los halos de
inhibicién del crecimiento del microorganismo para obtener una recta de regresion que
relacionara el tamafo del halo de inhibicién con la concentraciéon de antibiotico. Para
analizar las muestras problema que provenian de los experimentos y contenian una
concentraciéon de antibidtico desconocida, se impregnaban los discos de celulosa con
esas muestras y se inferia el tamafio del halo a la recta de regresion patrén y asi se
determinaba la concentracién de antibidtico. La técnica de bioensayo permitid
determinar las concentraciones de antibidtico libre, no unido a proteina. Para cada uno
de los antibidticos, los microorganismos utilizados y los limites de deteccion fueron los
siguientes:

- S. epidermidis ATCC 27626 para rifampicina (limite inferior 0,25 pg/ml;

linealidad del ensayo r20,98)

- S. aureus ATCC 29213 para cloxacilina (limite inferior 1 pg/ml; linealidad del

ensayo r20,98) y moxifloxacino (limite inferior 1 pg/ml; linealidad del ensayo r?

0,99)

- E. Coli ATCC 25922 para levofloxacino (limite inferior 0.5 pg/ml, linealidad

del ensayo r? 0.99)

- B. subtilis ATCC 12432 para linezolid (limite inferior 2 pug/ml; linealidad del

ensayo 120,97)

La determinacién de concentraciones de vancomicina (limite de deteccion 2
ug/ml) se llevé a cabo mediante la técnica de inmunoensayo de fluorescencia
polarizada (IFP) con un aparato analizador TDx y los necesarios reactivos, controles y
calibradores (ABBOTT CIENTIFICA S.A. Madrid, Espana). Para determinar el
porcentaje de union a proteinas in vivo de vancomicina en el liquido de las cajas de las
ratas se utilizd un sistema de ultrafiltracion mediante centrifugado (Centrifree;
MILLIPORE CORP., Bedford, Mass.); para ello se analizaron las muestras de liquido de
las cajas que contenian vancomicina con previo ultrafiltrado y sin él para separar la
porcion de antibidtico no unido a proteinas y se usaron muestras de vancomicina en

PBS como controles de antibidtico libre (61).
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5.3. Seleccion de las dosis de antibiotico: criterios razonables farmacocinéticos y

farmacodindmicos

Una vez finalizados los estudios de farmacocinética, con los valores de 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
aplicacion 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 sangre como en el liquido de las cajas: concentracién maxima o pico (Cmax),
vida media (t12), constante de eliminacion (K), area bajo la curva (AUC, en relacion a la
grafica concentracidon-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.

Finalmente, en base a conocimientos previos se seleccionaron aquellas dosis en
las ratas que aseguraran unos parametros farmacocinéticos similares a los conseguidos
en suero de humanos con las dosis habituales. La particularidad de nuestro modelo
animal residia en el hecho de la existencia de dos compartimentos (suero y liquido de
las cajas). La relacion existente entre las concentraciones de los compartimentos sérico
y el de los fluidos extravasculares es bien conocida y se caracteriza por: 1/ la
concentracidon pico en suero es mayor respecto al compartimento extravascular; 2/ la
concentracion de antibidtico se elimina mas tardiamente en el compartimento
extravascular por lo que el T>CMI es mayor que en suero; y 3/ el AUC de ambos
espacios es similar (74;82-84). 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
antibioticos excepto para cloxacilina ya que el parametro farmacodindmico 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 dosificacion mas espaciada de lo que suele ser

habitual en las ratas.
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Todas las pautas terapéuticas estudiadas, incluyendo monoterapias y

combinaciones de antibidticos, se indican a continuacion junto con la dosis equivalente

en humanos para cada dosis del animal.

Grupo terapéutico (Ratas)

Dosis equivalente en humanos

Cloxacilina 200 mg/kg/12 h

2 g/4h

Levofloxacino 50 mg/kg/24 h

500 mg/d

Levofloxacino 100 mg/kg/24 h

750-1000 mg/d

Moxifloxacino 40 mg/kg/24 h 400 mg/d
Moxifloxacino 80 mg/kg/24 h 800 mg/d
Linezolid 35 mg/kg/12 h 600 mg/12 h
Vancomicina 50 mg/kg/12 h 1¢g/12h
Rifampicina 25 mg/kg/12 h 900 mg/d

Cloxacilina + Rifampicina

Levofloxacino 50 + Rifampicina

Levofloxacino 100 + Rifampicina

Linezolid + Rifampicina

CONTROL (suero fisioldgico)
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6. ESTUDIOS DE RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS

Se realizaron dos tipos de estudios para comprobar el desarrollo de resistencias

a determinados antibidticos durante los experimentos terapéuticos en animales.

6.1 Deteccion de cepas resistentes en placas de agar con antibiético

Para este método se prepararon placas de agar (MHA, BECTON-DICKINSON)
con una concentracion de antibidtico conocida y se conservaban en la cdmara frigorifica
(5 °C) como maximo entre 7 y 10 dias para preservar la actividad del antibiotico. Las
muestras del liquido de las cajas y del obtenido del procesamiento de las piezas de
metacrilato (100 pl en ambos casos) se inocularon sobre las placas con antibidtico y se
incubaron a 37° durante 48 h. Los resultados se interpretaron cualitativamente como
positivos (cualquier crecimiento macroscdépico de colonias de S. aureus sobre las placas)
o bien como negativos (ausencia de crecimiento macroscopico).

Los antibidticos estudiados mediante este método, con las respectivas
concentraciones de farmaco que se afiadian a las placas, fueron:

- rifampicina, placas con 1 pg/ml

- levofloxacino, placas con 1 pg/ml

- moxifloxacino, placas con 1 pg/ml

- linezolid, placas con 4 pg/ml

6.2 Estudio de poblaciones bacterianas

Este método se llevd a cabo exclusivamente para el estudio de muestras de
liquido de las cajas obtenidas al final del tratamiento con levofloxacino. Se siguieron
los procedimientos metodologicos descritos en la literatura para los que se necesitaron
placas de agar con concentraciones conocidas crecientes de antibidtico, que se
realizaron tal como se indico en el apartado de determinacion de CPMs (85). Las
muestras recuperadas ex vivo de los animales tratados con levofloxacino se hicieron
crecer durante 24h en caldo de cultivo Mueller-Hinton y después se centrifugaron, se
resuspendieron hasta conseguir un inéculo de 10" ufc/ml y se incubaron en las placas

durante 48h a 37°. El crecimiento de microorganismos fue cuantificado al final del
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experimento y se calculd la frecuencia de mutantes para una determinada
concentraciéon de antibidtico como el nimero de bacterias mutantes crecidas respecto
del total de indculo inicial. Se procedidé de igual forma con un indculo elevado de S.
aureus de la cepa original ATCC 29213 para comparar la frecuencia de mutantes en ésta

y la cepa recuperada ex vivo.

7. ESTUDIOS ESTADISTICOS

Los recuentos bacterianos fueron expresados en forma de log ufc/ml (medias +
desviacion estandar). Se comprob¢ la distribucién normal de los datos relativos a los
recuentos bacterianos mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov. Las diferencias en
los recuentos bacterianos entre grupos terapéuticos y controles se compararon
mediante el Analisis de la Varianza (ANOVA). El test de T Student no apareado con la
correccion de Bonferoni se utilizo para determinar la significacion estadistica. El test
del Andlisis de la Co-Varianza (ANCOVA) se utilizo para comparar diferencias entre
recuentos bacterianos de un mismo grupo de tratamiento evaluados en diferentes dias.
Para los estudios de correlacion entre dos variables cuantitativas se utilizo el
coeficiente de Pearson.

En todas las pruebas se consider¢ estadisticamente significativo un valor <0,05.
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V. RESULTADOS (por objetivos)

OBJETIVO PRIMERO.

Desarrollar v estandarizar en nuestro medio un modelo experimental de infeccion de

cuerpo extrano en rata.

Articulo 1. O. Murillo, A. Domenech, A. Garcia, F. Tubau, C. Cabellos, F. Gudiol, J.
Ariza. "Efficacy of high doses of levofloxacin in experimental foreign-body infection by
methicillin-susceptible S. aureus." Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2006;
50:4011-4017.

Articulo 2. O. Murillo, ME. Pachén, G. Euba, R. Verdaguer, M. Carreras, C. Cabellos, J.
Cabo, F. Gudiol, J. Ariza. “Intracellular antimicrobial activity appearing as a relevant factor
in the antibiotic efficacy against an experimental foreign-body infection by S. aureus.” In

review.

Los aspectos fundamentales de estudio y sus resultados se resumen en los
apartados siguientes:

1.a/ Estandarizaciéon del modelo animal.

1.b/ Reproduccién de las caracteristicas particulares de la infeccidon de protesis

articular.

1.c/ Estudios de farmacocinética-farmacodinamica.
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1.a/ Estandarizacion del modelo animal.

Algunos resultados de este primer objetivo que se refieren a la metodologia
utilizada han sido detallados en la seccion “Material y Métodos”, y también fueron
mencionados brevemente en los Articulos 1y 2.

Respecto a resultados concretos de la estandarizacion de los distintos
procedimientos del modelo, cabe destacar:

i/ Proceso quirurgico. Se llevd a cabo con el animal anestesiado; se rasurd y desinfectd

el lomo (con povidona yodada y alcohol) y se realizd una incision en la zona estéril de
unos 2 cm de largo para, a continuacion, diseccionar el espacio subcutaneo e introducir
longitudinalmente dos cajas de Teflén (una en cada lado) que contenian dos piezas de
metacrilato en su interior (Figura V.1). La herida se cerrd después con puntos de sutura
de seda absorbible y se desinfecté con povidona yodada; se produjo una correcta
cicatrizacion durante la primera y segunda semana posterior a la intervencion. El
numero de cajas que se coloco en cada animal fue finalmente dos ya que implantando 3
6 4 se producia la expulsion de la mayoria de ellas a lo largo del experimento,
probablemente por una peor adaptacion del animal al cuerpo extrafio. A pesar de las
medidas de asepsia utilizadas, sobretodo en los inicios de nuestro estudio en algunos
casos se produjo la infeccion de las cajas en las semanas que seguian a la cirugia y este

hecho fue limitandose conforme tuvimos mayor experiencia con el proceso.

Figura V.1. Proceso quirurgico. A: diseccién del espacio
subcutaneo. B: introduccién de las dos cajas de Teflon, una a
cada lado del lomo del animal (se muestran numeradas para
apreciarlas mejor).
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ii/ Obtencién de muestras del liquido de las cajas e inoculacidn. Se obtuvo el liquido

mediante una puncion transcutdnea con una aguja de 23G a través del agujero de una
de las tapas de la caja de Tefldn; esto no supuso ninguna dificultad especial ya que se
podia palpar bien la caja en posicion subcutdnea (Figura V.2). De la misma manera
accediamos al interior de las cajas para producir la infeccién inoculando 0,1 ml de 0,2 x
10° a 2 x 10° UFC/ml de S. aureus ATCC 29213, previa comprobacion de la esterilidad
del liquido. Las dificultades mas limitantes fueron la contaminacién del liquido de las
cajas (tal como se ha indicado antes) y el conseguir una infeccion estable en el tiempo.
Sobre esto ultimo, destacamos que para incluir las muestras en los estudios
terapéuticos se exigio un recuento bacteriano minimo a las 3 semanas de la inoculacién

(5 log UFC/ml) porque era el que se habia mostrado estable hasta 4 meses después.

Figura V.2. Extraccion del liquido de las cajas mediante

puncién transcutanea a través del agujero de una de sus
tapas.

iii/ Expulsién espontdnea de cajas de Tefléon durante el experimento terapéutico. Fue

quizas el hecho mas limitante, producido bien por problemas relacionados con la
cirugia (sobreinfeccion o mala adaptacion “mecdnica” de las cajas) o bien por la
evolucion de la propia infeccion de cuerpo extrafo que ocasionaba un absceso

subcutaneo con la consiguiente fistulizacién.

Una vez tuvimos adecuado el modelo, aproximadamente un 20% de las cajas se
perdian para los experimentos terapéuticos bien por recuentos bacterianos

insuficientes o por fistulizacion.
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1.b/ Reproduccion de las caracteristicas particulares de la infeccion de protesis

articular.

Formando también parte del proceso de estandarizacion del modelo,
analizamos y comprobamos hasta qué punto se reproducian elementos caracteristicos
de la infeccién de cuerpo extrafio:

i/ Persistencia de la infeccion estable en el tiempo.

Analizamos la evolucion de los recuentos bacterianos en el liquido de las cajas durante
las 5 semanas después de la inoculacién y observamos un ligero descenso en la primera
semana, la posterior recuperacion de los recuentos iniciales a partir de la segunda y la
persistencia de la infeccion estable hasta el ultimo dia analizado que incluyé el periodo
de tratamiento antibidtico maximo que utilizamos. Estos resultados se mostraron en el

apartado de metodologia del Articulo 1, y se representan graficamente en la Figura V.3.
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Figura V.3. Evolucién en el tiempo de los recuentos
bacterianos de liquido de las cajas. Datos expresados en
media de log UFC/ml.

ii/ Tolerancia antibidtica de las bacterias en contacto con el cuerpo extrafio

Se determiné la CMB en las bacterias recuperadas ex vivo del liquido de las cajas y se
compard con el valor obtenido in vitro en los estudios convencionales para la cepa de
estudio S. aureus ATCC 29213. El resultado para cloxacilina fue CMB > 256 ug/ml (ex

vivo), frente a CMB de 1 ug/ml (in vitro).
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iii/ Presencia de biofilm macroscdpico

Se sacrificaron algunos animales después de la inoculacién del liquido de las cajas y
comprobamos la existencia de un biofilm macroscdpicamente visible en el interior de
las cajas de Teflon presente ya a las 72 h post-inoculacion y de mayor tamafo alas2y 3

semanas posteriores a la inoculacion. La presencia de este biofilm se ilustra en la Figura

V4.

Figura V.4. Fotografias del biofilm obtenidas después de 72 horas (A) y 3

semanas (B) de evolucidn de la infeccién de cuerpo extrafo.

iv/ Presencia de bacterias adherentes

Se realizaron recuentos bacterianos de las bacterias adheridas a las piezas de
metacrilato del interior de las cajas de Teflon y comprobamos que a las 72 h post-
inoculacion eran ya de 5 log UFC/ml y que presentaban un discreto aumento alos 15y

21 dias post-inoculacion.

v/ Presencia de bacterias intracelulares

Estandarizamos la metodologia que nos permitié separar la fraccion de bacterias
presentes en el liquido de las cajas que se encontraban en posicion extracelular de las
que estaban en una localizacién intracelular. Los procesos realizados con las muestras
incluyeron su centrifugacion, filtracion y exposicion a gentamicina, un antibidtico que
no penetra en las células eucariotas; todos estos procedimientos se encuentran
explicados con detalle en la seccion de Metodologia del Articulo 2. Los resultados nos
permitieron comprobar que tras 3 semanas de evolucion espontanea de la infeccion de

cuerpo extrafo, la mayor parte del indculo bacteriano se encontraba en posicion
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intracelular; los distintos recuentos bacterianos para los compartimentos extra e

intracelular se muestran en la Figura V.5.

Intracel M Total £ Extracel

6,38 6,86

log CFU/ml
iy

Figura V.5. Se muestran los recuentos bacterianos (media de log
CFU/ml) en el liquido de las cajas después de 3 semanas de
evolucion de la infeccién de cuerpo extrafio (Total); de ellos se
cuantificaron los recuentos de bacterias en localizacién
intracelular (Intracel) y extracelular (Extracel). Las barras de
error representan la desviacion estandar.

Para comprobar que el procedimiento utilizado conseguia una buena
diferenciaciéon de la poblaciéon de bacterias intracelulares realizamos diversas
fotografias con microscopia electronica de estas muestras. En la Figura V.6 se observan

imagenes de S. aureus intracelulares.
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Figura V.6. Fotografias obtenidas por microscopia electrénica de una
célula fagocitica infectada por S. aureus después de 3 semanas de
evolucién espontanea de la infeccion de cuerpo extrafio. Se aprecia la
presencia de S. aureus libre en el citoplasma (flecha blanca); aumento
X4000 (A) y X40000 (B).

Estos estudios preliminares fueron el punto de partida del Articulo 2
encaminado a evaluar la eficacia de un antibidtico con reconocida eficacia intracelular
(levofloxacino) frente a otro con menor actividad a este nivel (cloxacilina).
Levofloxacino fue significativamente mas activo que cloxacilina (P<0.05) tanto frente a
bacterias de localizacion intracelular como extracelular. Al analizar la eficacia final de
levofloxacino frente a bacterias en una u otra localizacion observamos que la actividad
fue mayor intracelularmente rozando la significacion estadistica (P=0.1). Estos
resultados se muestran representados en la Figura V.7.

El andlisis poblacional de las bacterias recuperadas al final del tratamiento antibidtico
con levofloxacino comparado con el de la cepa original SAMS 29213 mostré que la

frecuencia de mutantes fue similar en ambas situaciones.
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Figura V.7. Comparacion entre grupos terapéuticos de los recuentos
bacterianos del liquido de las cajas analizados por separado para la
poblacién total, la intracelular y la extracelular. Abreviaciones: Ctrl
(controles), LVX (levofloxacino), CXA (cloxacilina), Intrac (bacterias
intracelulares), Extrac (bacterias extracelulares); * p< 0.05 vs. controles; **
p<0.05 vs. controles y vs. cloxacilina.

1.c/ Estudios de farmacocinética-farmacodinamica.

Los estudios farmacocinéticos nos permitieron seleccionar las dosificaciones
mas adecuadas para cada antibidtico; se realizaron siempre en suero y liquido de las
cajas de los animales. A modo de ejemplo se muestran las graficas de concentracion-

tiempo obtenidas para cloxacilina y levofloxacino (Figura V.8).
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Figura V.8. Graficas concentracion-tiempo de cloxacilina y
levofloxacino en suero y liquido de las cajas (TCF) después de la
administracion de una dosis tnica de cloxacilina 200 mg/kg y de
levofloxacino 100 mg/kg. Se muestran los valores obtenidos en cada
punto horario.

A partir de las graficas de concentracidon-tiempo se determinaron los principales
parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos en ratas que se compararon con los
obtenidos en humanos con dosis convencionales (Tabla V.1). Para todos los antibidticos
excepto cloxacilina se selecciond la dosificacion en ratas que aseguraba un AUC (en
suero y liquido de las cajas del animal) similar al de humanos en sangre; en el caso
particular de la dosis de cloxacilina en la rata se aseguré un T>CMI 100% en el liquido
de las cajas ya que es el parametro farmacodindmico humano considerado 6ptimo para

una buena actividad de cloxacilina.
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RATAS HUMANOS
Antibioti
(:111 ; ‘ lz(;/;c)o TCF Suero Suero
C max aValle AUC T >mic C max AUC C max AUC
AUC/MIC  C max/MIC
(mg/L)  (mg/L)  (pg.h/ml) 4 M (%) | (mg/L) (pg.h/ml) | (mg/L) (pg.h/ml)
Cloxacilina
. !
(200/12) 43 3.88 ND ND ND 100 68.18 ND 60-80 ND
Levofloxacino
(100 / 24) 12.2 1.1 117.36 234.72 244 100 38.7 106 12-15 90-120
Levofloxacino
(50 /24) 6.9 0.6 68.1 136.2 13.8 100 24 77 7 45-70
Linezolid 17.5 2.6 24525 6131 437 635 | 3847 302 | 1215 180-220
35/12)
Rifampicina
25/12) 6.6 3.8 304 20260 440 100 24 277.6 8 150-200
Va(n;o"/“?;)ma 315 46 34364 17182 15.7 100 | 807 302 | 3040  380-420

Tabla V.1. Principales pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos con las

dosis en ratas y sus equivalentes en humanos para las dosis convencionales. En el
caso de levofloxacino las dosis de 100 y 50 en ratas corresponden a las de 750-
1000mg/d y 500 mg/d en humanos. @ Las concentraciones Valle fueron
determinadas el dia 4 de tratamiento. ® ND: no determinado.
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Antimicrobial efficacy in orthopedic device infections is diminished because of bacterial biofilms which
express tolerance to antibiotics. Recently, the use of high doses of levofloxacin with rifampin has been
recommended for staphylococcal infections. In the present study, we evaluated the efficacy of levofloxacin
at doses of 50 mg/kg/day and 100 mg/kg/day (mimicking the usual and high human doses of 500 mg/day
and 750 to 1,000 mg/day, respectively) and compared it to that of to linezolid, cloxacillin, vancomycin, and
rifampin in a rat tissue cage model of experimental foreign-body infection by Staphylococcus aureus. The
antimicrobial efficacy in vitro (by MIC, minimum bactericidal concentration, and kill curves) for loga-
rithmic- and stationary-phase bacteria was compared with the in vivo efficacy. In vitro bactericidal activity
at clinically relevant concentrations was reached by all drugs except rifampin and linezolid in the
log-phase studies but only by levofloxacin in the stationary-phase studies. The bacterial count decreases
from in vivo tissue cage fluids (means) for levofloxacin at 50 and 100 mg/kg/day, rifampin, cloxacillin,
vancomycin, linezolid, and controls, respectively, were: —1.24, —2.26, —2.1, —1.56, —1.47, —1.15, and 0.33
(all groups versus controls, P < 0.05). Levofloxacin at 100 mg/kg/day (area under the concentration-time
curve/MIC ratio, 234) was the most active therapy (P = 0.03 versus linezolid). Overall, in vivo efficacy was
better predicted by stationary-phase studies, in which it reached a high correlation coefficient even if the
rifampin group was excluded (r = 0.96; P < 0.05). Our results, including in vitro studies with nongrowing
bacteria, pharmacodynamic parameters, and antimicrobial efficacy in experimental infection, provide
good evidence to support the use of levofloxacin at high doses (750 to 1,000 mg/day), as recently

recommended for treating patients with orthopedic prosthesis infections.

Patients suffering from orthopedic device infections will
have usually undergone surgical interventions and received
antibiotic therapies over a long period of time, these being
major clinical issues. It is very difficult to eradicate such infec-
tions using antibiotics because of the formation of biofilm, a
protein matrix including bacteria with reduced metabolism and
with tolerance to antimicrobials (2, 9, 11, 38).

These infections are frequently caused by Staphylococcus
aureus, and rifampin has been shown to be the most effective
antimicrobial agent in such cases, in in vitro and experimental
studies (26, 48) and in clinical practice (14, 15, 46). Since this
drug should not be given alone due to the development of early
bacterial resistance, antibiotic combinations are required. The
combination of rifampin and fluoroquinolones has been found
to be particularly efficacious and is thus usually recommended
(10, 14, 44).

In recent years, the experimental foreign-body infection
model developed by Lucet et al. (26) has provided relevant
data regarding the antimicrobial efficacy of several antibiotics
against S. aureus (4, 10, 36, 45). This information has helped
define the most appropriate therapeutic schedules in patients
with orthopedic device infections.

Levofloxacin, a newer fluoroquinolone with high in vitro
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staphylococcal activity, has shown good efficacy in an exper-
imental model (42) and is being progressively introduced in
clinical practice; however, its specific efficacy in orthopedic
device infections has not been clearly established in clinical
trials. Moreover, the use of high doses has recently been
recommended based on its pharmacodynamic (PD) proper-
ties and on information obtained from in vitro models (19,
20, 47).

The present research used this foreign-body infection model
to evaluate the efficacy of usual and high doses of levofloxacin
compared to other antistaphylococcal antimicrobials, such as
rifampin, cloxacillin, and vancomycin; linezolid, a promising
new drug in the therapy of these infections, was also included.
The aim of our study was to determine the in vivo efficacy of
different doses of levofloxacin in an animal model of foreign-
body infection and thus to provide helpful information to be
used in studies to determine the most appropriate dose of this
antibiotic in patients with orthopedic infections.

MATERIALS AND METHODS

Microorganism used and determination of MICs and minimum bactericidal
concentrations (MBCs). We used methicillin-susceptible S. aureus strain ATCC
29213, which is also susceptible to all antibiotics tested in our experiments.

The MIC and MBC were determined according to standard recommendations
(31). We used a Mueller-Hinton broth (MHB) macrodilution method with a final
inoculum of 10° to 10° CFU/ml under exponential growth conditions. Both MICs
and MBCs were determined after 24 h of incubation at 37°C; the MIC was
defined as the minimum concentration of antibiotic that was able to inhibit
visible bacterial growth, while the MBC was the lowest concentration which
killed 99.9% of the original inoculum.
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We also determined MBCs during the stationary phase of growth. Bacteria,
which were recovered from an overnight culture in Trypticase soy broth, were
centrifuged and resuspended in a nutrient-restricted medium (phosphate-buff-
ered saline [PBS], 1% glucose, and 4% MHB), thus ensuring that bacteria
remained stable for up to 24 h under these conditions (48). A macrodilution
method with a high inoculum of 10* CFU/ml was used. The MBCs were defined
as described above.

In vitro time-kill curves. Time-kill curves to determine bactericidal activity
during the exponential growth phase were derived following standard recom-
mendations (30), with 10 ml of MHB, a final inoculum of 10° CFU/ml, and a
prefixed concentration of antibiotic (multiples of the MIC, designated 0.5%, 1X,
2X, 4%, 8X, 16X, 128X, 256X, and 512X MIC, according to the drug used).
Quantitative bacterial counts were determined as log CFU/ml at 8 and 24 h of
incubation at 37°C. To avoid carryover antimicrobial agent interference, the
sample was placed on the plate in a single streak down the center and allowed to
absorb into the agar until the plate surface appeared dry, and the inoculum was
then spread over the plate.

We also carried out studies with bacteria in the stationary phase by using a
final inoculum of 10® CFU/ml and replacing MHB with a nutrient-restricted
medium as described above. The prefixed antibiotic concentrations were equiv-
alent to peak, trough, and intermediate levels in tissue cage fluids (TCF); the
concentrations (ug/ml) tested were 32, 16, and 2 for cloxacillin; 8, 4, and 1 for
levofloxacin; 16, 4, and 2 for linezolid; 8 and 4 for rifampin, and 32, 16, and 4 for
vancomycin.

The reduction in log CFU/ml counts at the end of experiments with respect to
the initial inoculum (log CFU/ml) was determined for each antibiotic concen-
tration, and efficacy was expressed as the percentage of eradicated bacteria
(PEB) in both the exponential and stationary studies.

Preparation of inoculum for in vivo use. Bacteria from overnight cultures on
5% blood agar plates were grown for 4 to 6 h in Trypticase soy broth. They were
then centrifuged and resuspended in sterile saline solution adjusted to an optical
density of a 0.5 McFarland standard and finally diluted to a concentration of
0.2 X 10° to 2 X 10° CFU/ml.

Antimicrobial agents. For all in vitro experiments, and for the in vivo exper-
iment with levofloxacin, the purified powder of each antibiotic was resuspended
following the respective laboratory’s recommendations. For the remaining in
vivo studies, we used commercial products, with the necessary dilutions being
performed to achieve a final volume that could be administered to animals.

All antibiotics were supplied by their respective laboratories, as follows: levo-
floxacin was supplied by Aventis Pharma, Frankfurt, Germany; rifampin by
Aventis Pharma, Madrid, Spain; linezolid by Pfizer, Madrid, Spain; and cloxacil-
lin and vancomycin by Normon, Madrid, Spain.

Animal studies. (i) Animal model. The study was previously approved by the
Ethical Committee for Animal Experiments at the University of Barcelona.

Male Wistar rats weighing 220 to 250 g at the beginning of the experiments
were used; they were given food and water ad libitum throughout the study. For
the surgical procedure, the rats were anesthetized with an intraperitoneal injec-
tion of ketamine (80 mg/kg; Parke-Davis, Madrid, Spain) plus xilacyne (20
mg/kg; Bayer, Barcelona, Spain); they also received analgesia with buprenor-
phine (0.01 mg/kg; Schering Plough, Madrid, Spain). To obtain samples during
the experiment, rats were anesthetized with isofluorane (Abbott, Madrid, Spain).
Animals were sacrificed by cardiac puncture with thiopental (Braun, Barcelona,
Spain).

We used a model previously described by Lucet et al. (26), the only modifi-
cation being the number of tissue cages for each animal. In brief, two multi-
perforated polytetrafluoroethylene (Teflon) tissue cages (internal and external
diameter of 10 and 12 mm, respectively; length, 32 mm) containing two
polymethylmethacrylate coverslips (7 by 7 by 1 mm) each were subcutaneously
implanted in rats. Three weeks after surgery, TCF were percutaneously obtained
and checked for sterility; when bacterial contamination was excluded, TCF were
then inoculated with 0.1 ml of saline solution containing an inoculum of S.
aureus. Three weeks after inoculation (designated day 1), 0.1 ml of TCF was
processed (see below) to determine bacterial counts, which were expressed as log
CFU/ml; those with fewer than 10° CFU/ml were excluded. Animals were sac-
rificed only if results for both tissue cages were not valid. Rats included in the
experiment were then assigned randomly to groups to be intraperitoneally
treated for seven days with antibiotics (twice daily for all drugs except levofloxa-
cin, which was administered once daily) or to be left untreated. Twelve to 24 h
after the end of therapy (designated day 8), TCF were cultured to determine the
bacterial counts. The difference in the number of log CFU/ml between day 1 and
day 8 (Alog CFU/ml) was defined as the criterion of antibiotic efficacy. The in
vivo PEB from these counts with respect to initial counts was also determined as
described above for in vitro studies.

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

Prior studies to evaluate the spontaneous course of tissue cage fluid infection
were performed by analyzing TCF on days 7, 14, 16, 21, 28, and 35 after
inoculation. After TCF was infected with 0.2 X 10° to 2 X 10° CFU/ml of initial
inoculum, lower bacterial counts (means of log CFU/ml * standard deviations)
during weeks 1 and 2, ranging from 4.86 = 0.46 on day 7 to 5.67 = 0.35 on day
14, were observed. Bacterial counts close to that of the initial inoculum were
recovered on day 16 (6.39 = 0.8) and after a chronic and stable infection was
established, as previously reported (26), ranging from 7.07 = 0.5 on day 20 to
7.2 = 0.9 on day 35. Spontaneous shedding of approximately 15 to 20% of the
tissue cages was noted.

(ii) Processing of TCF and coverslips. The processing schedules were per-
formed according to previous reports, in which they were described as being
harmless to bacteria (9, 26). TCF were obtained by percutaneous puncture under
aseptic conditions and were sonicated (150 W for 1 min; Afora, Madrid, Spain)
to disrupt bacterial clumps. A sample of 100 pl of the sonicated fluids and their
10-fold dilutions was plated on a Trypticase soy agar plate with 5% sheep blood
for 48 h at 37°C; to avoid a carryover antimicrobial effect, we proceeded as
described above for kill curves. Bacterial counts were recorded as log CFU per
ml. The lower detection limit was 100 CFU/ml.

When animals were sacrificed, coverslips from tissue cages were removed
under aseptic conditions and rinsed three times in 1 ml of PBS; they were then
incubated in 1 ml of PBS with trypsin (6 U/ml; Sigma, Madrid, Spain) for 20 min
at 37°C. Finally, the remaining PBS was sonicated to recover adherent bacteria,
with the final fluid being used to screen resistant bacteria (see below).

Pharmacokinetic studies. Prior to therapeutic experiments, pharmacokinetic
(PK) and PD profiles of each drug in healthy animals were studied. We admin-
istered a single weight-adjusted dose of antibiotic to a group of 10 rats, and
samples of blood and TCF were obtained at different time points (after 30 min
and 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, and 24 h, according to the antibiotic). In all cases, a
minimum of four samples for each time point at a minimum of six time points for
each drug were studied. Moreover, peak and trough concentrations were deter-
mined on day 4 of therapy in TCF to test the equilibrium concentration achieved.
Blood and TCF samples were obtained by cardiac and percutaneous puncture,
respectively, through the tissue cage; both samples were then centrifuged, and
the remaining serum and fluid samples were conserved at —70°C until analysis.

The PK-PD parameters studied for both serum and TCF were as follows: the
peak concentration (C,,,), the elimination half-life (¢,,,), the elimination rate
constant, the area under the concentration-time curve (AUC [ug - h/ml]) over
24 h, the time the drug concentration remained above the MIC (7. c), the
AUC/MIC ratio, and the C,,,/MIC ratio.

Based on previous experimental studies (13, 33, 43, 40), the definitive antibi-
otic doses were those achieving PD parameters in TCF that were similar to
human ones in serum with conventional doses. For all drugs except cloxacillin, we
adjusted AUC values to obtain similar AUC/MIC ratios in animals and in
humans (7, 8, 24, 25, 32, 34). Free-drug concentrations were used for all drugs
except vancomycin, for which the total drug and its protein binding were mea-
sured.

Final doses of antibiotics used were as follows: cloxacillin, 200 mg/kg/12 h;
linezolid, 35 mg/kg/12 h; rifampin, 25 mg/kg/12 h; vancomycin, 50 mg/kg/12 h;
and levofloxacin, 50 mg/kg/24 h (levofloxacin 50) and 100 mg/kg/24 h (levofloxa-
cin 100).

Antibiotic assays. A bioassay method (5) was used to determine drug concen-
trations of all antibiotics except vancomycin. The following microorganisms were
used in assays: S. aureus ATCC 29213 for cloxacillin, Staphylococcus epidermidis
ATCC 27626 for rifampin, Bacillus subtilis ATCC 12432 for linezolid, and Esch-
erichia coli ATCC 35218 for levofloxacin. Studies were performed according to
the previous literature.

The vancomycin concentrations were determined by fluorescent polarization
immunoassays using a TDX analyzer (Abbott, Madrid, Spain). To measure the
binding of vancomycin in TCF, ultrafiltration was performed using a centrifugal
filter device (Centrifree; Millipore Corp., Bedford, Mass.) (42). In vivo TCF
samples containing vancomycin were analyzed by fluorescent polarization immu-
noassays; samples were first ultrafiltrated or were used without filtration to
determine the protein binding. PBS-buffered samples containing vancomycin was
used as controls.

Resistance to antimicrobial agents. For the linezolid and rifampin therapeutic
groups, the development of resistance at the end of therapy was screened. In all
cases, 100 wl of direct TCF and processed fluid from coverslips were cultured in
plates containing 4 mg/liter linezolid or 4 mg/liter rifampin. Results were ex-
pressed qualitatively as positive (with any macroscopic growth) or negative (with
no macroscopic growth).

Statistical studies. All bacterial counts are presented as log CFU/ml (means *=
standard deviations). Data were found to be normally distributed when the
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FIG. 1. Relationships between in vivo, in vitro log-phase, and in vitro stationary-phase PEBs. Drug concentrations (ug/ml) for the log phase
and stationary phase, respectively, are as follows: cloxacillin (OXA), 4 and 32; levofloxacin (LVX), 4 and 4; linezolid (LZD), 16 and 16; vancomycin
(VAN), 16 and 32; and rifampin (RIF), 8 and 8. MICs (jg/ml) for each antibiotic in the log phase are noted. MBCs (.g/ml) for the log phase and
stationary phase are shown on top of the respective column for each antibiotic. Errors bars indicate standard deviations.

Kolmogorov-Smirnov test was applied. Analysis of variance and Scheffe’s cor-
rection were used to compare differences between groups in bacterial counts.
Studies of correlation were performed using Pearson’s coefficient from mean
PEB:s. For all tests, differences were considered statistically significant when P
values were <0.05.

RESULTS

In vitro studies. The MICs and MBCs for the exponential
and stationary phases for each antibiotic are shown in Fig. 1.

In log-phase studies, cloxacillin, vancomycin, and levo-
floxacin reached a MBC/MIC ratio of 2 as the bactericidal
antibiotic profile, whereas linezolid and rifampin had a ratio
of 16 and >512, respectively, in terms of bacteriostatic ac-
tivity. In comparison with log-phase studies of MBCs, sta-
tionary-phase studies revealed increases in the MBCs of all
antibiotics; MBCs were found at clinically relevant concen-
trations only for levofloxacin. Rifampin showed high MBCs
in both phases.

Time-kill curves for the exponential phase showed bacteri-
cidal activity by levofloxacin, cloxacillin, and vancomycin at
concentrations of 2X MIC; observations at higher concentra-
tions showed that levofloxacin and cloxacillin were able to kill
all original inoculum at 2X MIC and 8X MIC, respectively. At
8 h, levofloxacin reached a potent killing rate, one that was
even better than that of cloxacillin for all equivalent concen-
trations tested.

Stationary-phase kill curve studies showed that only levo-
floxacin reached bactericidal activity, although higher concen-
trations (8 X MIC) than those observed during the exponential
phase were required. Rifampin never achieved a bactericidal
effect in either phase, even when concentrations as high as
512X MIC were tested; some log-phase studies resulted in final
regrowth due to the development of resistance, whereas this

phenomenon was not observed for the stationary phase. Lin-
ezolid showed bactericidal activity at high doses (16X MIC) for
exponential-phase studies but only bacteriostatic activity in
stationary-phase kill curves. Time-kill curves for the clinically
relevant concentrations for which the highest efficacy was
achieved during the two phases are shown in Fig. 2; we noted
that the concentrations required in the stationary-phase stud-
ies were close to the peak level for all antibiotics, whereas
lower concentrations for some antibiotics were required in the
log phase.

Pharmacokinetic and pharmacodynamic studies. The main
parameters in serum and TCF for each antibiotic are shown in
Table 1. Two doses of levofloxacin were selected in order to
mimic human pharmacodynamic profiles of 500 mg/day (50
mg/kg/day in rats) and 750 to 1,000 mg/day (100 mg/kg/day in
rats). The C,,,, in TCF for cloxacillin was 43 pg/ml. The AUC,
Chax/MIC ratio, and AUC/MIC ratio were not determined due
to the time-dependent killing of beta-lactams; thus, pharma-
codynamic parameters were optimized, allowing a T\ of
100% in TCF. For the remaining antibiotics, the AUC values
were consistent with those obtained for humans with conven-
tional doses, and the serum and TCF results were similar for
each antibiotic. All antibiotics except linezolid achieved a
T- e of 100%. The trough concentrations were calculated on
day 4 of therapy for TCF only. Our results didn’t show any
remarkable differences between the trough concentrations de-
termined on day 4 of therapy and those determined by phar-
macokinetic studies with healthy animals; these concentrations
(in pg/ml) were, respectively, 3.88 and 3.59 for cloxacillin (the
accumulation ratio [trough concentration on day 4/trough con-
centration on day 1] was 1.08), 1.1 and 0.74 for levofloxacin 100
(accumulation ratio, 1.48), 0.6 and 0.4 for levofloxacin 50 (ac-
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FIG. 2. Time-kill curves for the log phase (a) and stationary phase (b) with clinically representative concentrations (pg/ml). Errors bars indicate
standard deviations. Abbreviations: OXA, cloxacillin; VAN, vancomycin; LZD, linezolid; LVX, levofloxacin; RIF, rifampin.

cumulation ratio, 1.5), 2.6 and 2.4 for linezolid (accumulation
ratio, 1.08), 3.8 and 3.4 for rifampin (accumulation ratio, 1.11),
and 4.6 and 4.2 for vancomycin (accumulation ratio, 1.09).

Animal studies. A total of 80 rats were used in the experi-
ments and, after tissue cages with inadequate bacterial counts
were excluded, the remaining animals were randomized to be
treated. The final number of tissue cages for each therapeutic
group was as follows: cloxacillin, 19; levofloxacin 50, 20; levo-
floxacin 100, 19; linezolid, 18; rifampin, 17; vancomycin, 19;
and controls, 18.

Quantitative bacterial counts for different groups on day 1
(means * standard deviations) were 6.44 = 0.80 for the clox-
acillin group, 6.42 = 0.89 for levofloxacin 100, 6.40 = 0.80 for
levofloxacin 50, 6.82 = 0.86 for linezolid, 6.91 =+ 0.78 for
rifampin, 7.03 £ 0.86 for vancomycin, and 6.86 = 0.88 for the
controls; there were no statistical differences between groups
on day 1 (P > 0.05).

A comparison of the final decreases in log CFU/ml between
groups is shown in Fig. 3. All therapeutic groups were better

than the controls (P < 0.05); levofloxacin 100 was the most
effective therapy, but it was significantly better than only lin-
ezolid (P = 0.03), which showed the least efficacy. Rifampin
was the second most active therapy, although resistant strains
were detected in 10 of the 17 samples. The screening of de-
velopment of resistance was performed with the fluid from
coverslips and from TCF; resistant strains were detected in
fluid from all 10 coverslip samples and in 9 of 10 TCF samples.
No resistance developed in the linezolid group at the end of
therapy.

The correlations between in vivo and in vitro PEBs for the
exponential and stationary studies (at equivalent clinical
peak concentrations) were r values of 0.32 and 0.63, respec-
tively. The major discrepancy was due to the rifampin group,
in which there was a lack of correlation between in vivo and
in vitro efficacy for the two phases. Finally, when the ri-
fampin group was excluded, the correlations (r values) were
0.7 for the exponential phase and 0.96 (P < 0.05) for the
stationary phase.
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TABLE 1. Main pharmacokinetic parameters

Value for:
Rat ,
Antibiotic (mg - kg/h) TCF Serom Human serum
Conee Trough concn AUC T-nic Crnax AUC Crnax AUC
(mgfiter)  (mghiter)’  (ug - wml) AUCMIC  Ca/MIC— Z@HE o Miter)  (ug-himl)  (mgfliter)  (ug - h/ml)
Cloxacillin (200/12) 43 3.88 ND? ND ND 100 68.18 ND 60-80 ND¢
Levofloxacin (10024) 122 11 117.36 23472 244 100 38.7 106 12-15 90-120
Levofloxacin (50/24) 6.9 0.6 68.1 136.2 13.8 100 24 77 7 45-70
Linezolid (35/12) 17.5 2.6 245.25 61.31 4.37 63.5 38.47 302 12-15 180-220
Rifampin (25/12) 6.6 3.8 304 20,260 440 100 24 277.6 8 150-200
Vancomycin (50/12)¢ 31.5 4.6 343.64 171.82 15.7 100 80.7 302 30-40 380-420

“Trough concentrations were determined on day 4 of therapy.
? ND, not determined.

¢ Vancomycin concentrations are expressed as total drug concentrations. A protein binding of 26% was calculated for TCF, whereas that of 30% was used for human

serum.

@ The antibiotic doses in humans for which these pharmacokinetic parameters were achieved were as follows: cloxacillin, 2 g/4 h (25); levofloxacin, 750 to 1,000 mg/day
(8) (equivalent to 100 mg/kg/day for rats); levofloxacin, 500 mg/day (32) (equivalent to 50 mg/kg/day for rats); linezolid, 600 mg/12 h (1); rifampin, 600 to 900 mg/day

(25); and vancomycin, 1 g/12 h (24).

¢ The human pharmacokinetic parameter considered optimal for cloxacillin activity was a T- s of 100%.

DISCUSSION

Antimicrobial efficacy in orthopedic device infections is
modified as a result of bacterial biofilm, including slow- and
nongrowing microorganisms that are tolerant to antibiotics (9,
11, 23). Thus, bactericidal activity against these adherent bac-
teria has been considered the best parameter of antibiotic
efficacy (48).

In this study, we evaluated in vitro antimicrobial activity by
determining MICs and MBCs and killing curves for logarith-
mic and stationary planktonic bacteria, with these results then
being compared with those obtained in vivo in a foreign-body
infection model in rats.

Planktonic bacteria in the stationary phase show similarities
to adherent bacteria in biofilms, as both express tolerance to
antibiotics (17, 22, 45); thus, in vitro studies of such bacteria
could provide useful information about the nature of these
infections. Although the most appropriate method of obtaining
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FIG. 3. Comparison of decreases in log CFU/ml (means) between
groups at the end of therapy. Errors bars indicate standard deviations.
Abbreviations: OXA, cloxacillin; VAN, vancomycin; LZD, linezolid,;
LVX, levofloxacin; RIF, rifampin. *, P < 0.05 versus the control; **,
P = 0.03 versus LZD and P < (.05 versus the control.

stationary-phase bacteria has not been definitively established
(3, 17, 45), the conditions used in this study (48) seem to be
suitable, provided that the bacteria remain stable under these
conditions for up to 24 h.

Results of in vitro experiments on antimicrobial activity
showed important differences when conducted with bacteria in
the exponential versus the stationary phase. Classical anti-
staphylococcal agents, such as cloxacillin and vancomycin,
which act against cell-wall synthesis, were especially active
against growing bacteria and showed bactericidal activity in
time-kill curves for the exponential phase; this activity was not
observed for the stationary phase. Rifampin never achieved a
bactericidal effect in either phase. While rifampin has usually
been considered an antistaphylococcal bactericidal agent (28,
35, 41), some authors have reported results consistent with our
own (3, 9, 17). In contrast, levofloxacin reached a potent killing
rate in the log phase and it also showed bactericidal activity in
the stationary phase, although higher concentrations than
those for the exponential phase were required.

The animal model developed in the present study was based
on that previously described by Lucet et al. (26), which was
shown to be a reliable method that reasonably mimicked a
chronic foreign-body infection. Our model introduced minor
modifications, such as the use of two subcutaneous, multiper-
forated polytetrafluoroethylene (Teflon) tissue cages per ani-
mal, compared to the four implanted by Lucet et al. In agree-
ment with their report, our evaluation of the spontaneous
course of infection showed that a chronic and stable infection
was established. The reductions in bacterial counts at the end
of different antibiotic therapies in our experiments were
slightly greater than those reported by Lucet using vancomycin
and rifampin against methicillin-resistant S. aureus (MRSA);
we also reported a slightly greater reduction than that reported
by Schaad et al. (36) using oxacillin against methicillin-suscep-
tible S. aureus. The above results suggest that our model was
well standardized and reproducible and suitable for use in
experimental studies. An additional advantage of this animal
model is its ability to determine local drug concentrations;
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thus, we selected antibiotic doses whose pharmacodynamic
parameters in TCF were close to those described for human
serum with conventional doses (13, 43). While free-drug levels
were determined for all drugs except vancomycin to establish
comparisons, for this particular case, we measured the total
drug concentration (and its protein binding of 26%) and com-
pared it with the total drug concentration in human serum
(with a similar protein binding of 30%).

In this animal model, all therapeutic groups achieved better
results than controls (P < 0.05). Levofloxacin 100 was quali-
tatively the most effective therapy, but it was significantly bet-
ter than only linezolid; rifampin was the second most active
antibiotic, but its efficacy was limited by the observed early
development of resistance in about 60% of cases, a well-de-
scribed issue for this drug when administered alone (18).

The differences observed in experiments with levofloxacin 50
and levofloxacin 100, particularly the high efficacy of levofloxa-
cin 100, should be noted. It is well established that the efficacy
of fluoroquinolones is concentration dependent and that a
peak/MIC ratio of =10 and an AUC/MIC ratio of >125 are
required to ensure clinical efficacy and to avoid the possible
development of resistant strains; moreover, an AUC/MIC ratio
of close to 250 is recommended to achieve high efficacy in
fluoroquinolones (12, 16, 37). However, these pharmacody-
namic parameters were defined using ciprofloxacin against
gram-negative bacilli (21), and recent studies have questioned
their application when newer fluoroquinolones are used
against different bacteria (19).

In the case of levofloxacin, the great majority of PK-PD
human studies have been performed with a dose of 500 mg/day
(19, 32, 40); our experimental group for levofloxacin 50 showed
TCF levels consistent with this human dose. However, high
doses of levofloxacin (750 to 1,000 mg/day) have been ap-
proved for treatment of nosocomial pneumonia and compli-
cated skin structure infections and have recently been recom-
mended for orthopedic prosthetic infections (47), given the
inherent difficulties in curing them. There are few correlative
PK-PD data available in support of this dose (8, 16); in this
setting, the AUC of 110 reached by our levofloxacin 100 ex-
perimental group would be equivalent to the human AUC. The
pharmacodynamic parameters we obtained using this high
dose were very good: the peak/MIC ratio was 24, and the
AUC/MIC ration was 234. These results are consistent with the
high in vivo efficacy observed previously. Levofloxacin at sim-
ilar doses (100 mg/kg/day) was previously tested by Vaudaux et
al. (42) with experimental foreign-body infection. Our AUC
values were higher than those reported in that study, probably
due to the fact that we detected higher peak concentrations in
PK studies four hours after dose administration, a time point
not evaluated by these authors.

When fluoroquinolones are used in monotherapy against S.
aureus infection, the risk of resistant strain development
should be considered if the C,,, /MIC ratio is not >8 to 10 (12,
39). We did not screen for the presence of resistant bacteria in
our study, as they were not observed in the study by Vaudaux
et al. with MRSA after 7 days of therapy; we thus considered
that the risk of this phenomenon was minimal, given the good
pharmacodynamic conditions of our model. However, most
MRSA strains are currently resistant to fluoroquinolones, lim-
iting their clinical use.

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

Linezolid is a new antibiotic of the oxazolidinone family with
clear indications for gram-positive infections, especially against
multidrug-resistant strains (6). In our animal studies, it showed
low efficacy, despite the facts that the pharmacodynamic pa-
rameters obtained were in the range considered to be predic-
tive of good efficacy (1) and were consistent with the same
ratios obtained in humans for a 600 mg/12 h dose (27). Lin-
ezolid is considered a safe therapy in preventing the emer-
gence of resistant S. aureus, although mutational mechanisms
of resistance have been described (29). In our study, resistant
strains were not detected at the end of the 7-day therapy. To
the best of our knowledge, this is the first study to test the drug
in experimental foreign-body infection, and our results suggest
that other therapies may be more effective against methicillin-
susceptible S. aureus in such infections. However, as few alter-
native therapies exist, its use in combination with rifampin or
against MRSA should be studied.

Opverall, when the results with the animal model were com-
pared to those from in vitro studies, we observed that in vivo
efficacy, expressed as PEB, was predicted mainly by the activity
shown in the stationary phase of in vitro studies. Major dis-
crepancies in predicted efficacy were due to rifampin results,
due to the good in vivo activity versus the poor in vitro killing
rates in both phases. Thus, although more studies are needed,
it would seem that using bacteria in the stationary phase of
growth may yield reliable information about antimicrobial ef-
ficacy in orthopedic device infections.

In conclusion, our results, including in vitro studies with
nongrowing bacteria, pharmacodynamic parameters, and anti-
microbial efficacy in experimental foreign-body infections, pro-
vide good evidence of the antistaphylococcal efficacy of high
doses of levofloxacin in this setting. This information could be
useful to support the recent recommendation of using levo-
floxacin at high doses (750 to 1,000 mg/day) in patients with
orthopedic prosthetic infections. Further studies are required
to determine whether these results are replicated when fluo-
roquinolones other than levofloxacin are used in monotherapy
and when fluoroquinolones and rifampin are used in combi-
nation.
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ABSTRACT

The presence of bacterial biofilm, tolerance to antibiotics and dysfunctional activity of
phagocytic cells are all related to difficulties in eradicating foreign-body infections. We
aimed to quantify the presence of intracellular S. aureus and to study the extent to
which the intracellular activity of antibiotics might determine their efficacy against an
experimental rat tissue-cage model of foreign-body infection.

Using this model, animals were either treated for 7 days with levofloxacin 100 mg/kg/d
and cloxacillin 200 mg/kg/12 h, or were left untreated. Antibiotic efficacy was
evaluated by means of bacterial counts from tissue-cage fluid; these counts were derived
separately in total, intracellular and extracellular bacteria. The presence of intracellular
bacteria was checked by electron microscopy. Population analysis was performed with
surviving bacteria recovered at the end of levofloxacin therapy.

Among a total number of bacteria (means of log CFU/ml £SD) from TCF of 6.86 + 0.6,
we identified 6.38 + 0.8 of intracellular and 5.57 + 0.5 of extracellular bacteria.
Levofloxacin was better than cloxacillin (p<0.05) against both intracellular and
extracellular bacteria. Differences found in the killing of levofloxacin against the
intracellular population showed a tendency to be higher than for the extracellular
compartment. The frequency of mutants for levofloxacin was similar between in vivo
samples and wild strain.

In conclusion, intracellular bacteria accounted for the largest proportion of total
inoculum in this model of foreign-body infection. The intracellular activity of an
antibiotic seems to be an additional relevant factor in the antibiotic response to these
infections.



INTRODUCTION

Foreign-body infections are difficult to treat and
require a combination of long-term antibiotic
therapy and surgical intervention to be cured (35).
Difficulties in eradicating these infections have
been related to several issues such as bacterial
biofilm, tolerance to antibiotics, and functional
abnormalities in the activity of phagocytic cells
that are in contact with the foreign body
(8,10,29,34).

The intracellular location of bacteria may be
considered an additional mechanism of virulence
and this allows the micro-organism to achieve
greater protection against humoral defences and
antibiotics (15,19,20). However, the potential role
of these intracellular micro-organisms in limiting
antibiotic efficacy in foreign-body infections is
not well known.

Staphylococcus aureus is one of the most
frequent micro-organisms responsible for device
infections, and it is also able to penetrate and
survive within phagocytic cells (12,26,32,35).
The existence of intracellular S. aureus in the
setting of foreign-body infection has recently
been related to disease relapse and the presence
of more resistant strains (27,31).

The rat model of tissue-cage infection reasonably
mimics chronic prosthetic infection and has
provided relevant information about the
pathogenesis and treatment of foreign-body
infections over the last fifteen 15 years (7,18,36).
We previously tested the efficacy of several
antibiotics alone and in combination against
methicillin-susceptible S. aureus (21-23).

The aims of the present study were to screen for
the presence of and to quantify intracellular S.
aureus in this rat model of chronic foreign-body
infection. We also studied the extent to which
intracellular activity of antibiotics may determine
their final therapeutic efficacy, using cloxacillin
and fluoroquinolones as anti-staphylococcal
agents.

MATERIALS AND METHODS

Micro-organism and antibiotic susceptibilities
We used a methicillin-susceptible S. aureus
ATCC 29213 strain.

The MICs and MBCs (pg/ml) were determined
according to standard CLSI recommendations (9).
They were 0.5 and 1, respectively, for both
levofloxacin and cloxacillin.

Animal model

All the methodology was described in detail in
our previous reports (22,23). In brief, two Teflon
tissue-cages (with two cover-slips each) were
subcutaneously implanted in the flank of Wistar
rats and three weeks later tissue cage fluid (TCF)

was checked for sterility and then infected with
0.1 ml of S. aureus (0.2 to 2 x 10° ufc/ml). After
three weeks, more TCF was obtained to perform
bacterial counts (day 1) and therapy was
intraperitoneally administered for 7 days. A
minimum of 10° ufc/ml was required to include
samples of TCF in therapeutic experiments.
Twenty-four hours after the end of treatment (day
8), TCF was again recovered to quantify bacterial
counts (see below). Antibiotic efficacy was
evaluated by means of differences in bacterial
counts from TCF between the beginning and end
of therapy.

Therapeutic groups were levofloxacin 100
mg/kg/d, cloxacillin 200 mg/kg/12 h and controls.
The dosage of each antibiotic was selected
according to previous pharmacokinetic studies
and using the methodology previously reported in
detail (22). Briefly, a weight-adjusted drug dose
was administered to a group of healthy rats, and
samples of serum and TCF were then obtained at
several  time-points to  determine  the
concentration-time relationships and the main
pharmacokinetic parameters using a bioassay
method (6). The most appropriate dosage in rats
was selected on the basis of previous data about
the relationships in drug concentrations between
extravascular fluids and serum in our model: 1)
the area under the concentration-time curve
(AUC) is similar in both TCF and serum; and 2)
peak concentrations and the time the drug
concentration remained above the MIC in TCF
tend to be lower and longer than in serum,
respectively (11,30).

For the particular case of levofloxacin we
adjusted the AUC values in rats to those reported
for high doses of levofloxacin in humans (750-
1000 mg/d). For cloxacillin we selected the
dosage in rats by ensuring T>MIC 100% in TCF,
which was equivalent to conventional dose in
human serum.

The main pharmacokinetic parameters and their
relationships to MIC were reported in our
previous papers (22). The Cmax and AUC/MIC
in TCF and serum were, respectively, 12 mg/L,
234 and 38, 212 for levofloxacin 100 mg/kg/d;
the Cmax and T>MIC in TCF and serum were,
respectively, 43, 100% and 68, 21% for
cloxacillin.

Bacterial counts of total, intra- and
extracellular bacteria

The TCF recovered from infected animals was
divided into two samples, both of which were
processed in parallel to quantify bacterial counts.

1) TCF was sonicated (150 W x 1 min; Afora,
Madrid, Spain) and 100 pl of this fluid and its 10-
fold dilutions were cultured on Mueller-Hinton
agar (MHA) plates and incubated for 48 h at 37°



to quantify bacterial counts (total bacteria)
(18,22).

2) The other sample of TCF was centrifuged (100
g X 5 min) to separate the pellet and the
supernatant in order to quantify the intracellular
and extracellular bacterial counts, respectively
(16). The pellet was resuspended in phosphate-
buffered saline (PBS) and exposed to gentamicin
(100 pg/ml for 2 h; Sigma-Aldrich), an antibiotic
that does mnot penetrate eukaryotic cells.
Gentamicin was then removed by washing twice
with PBS, before disrupting the cells by
sonication. Finally, 100 pl of this fluid and its 10-
fold dilutions were cultured as above to quantify
bacterial counts (intracellular bacteria). The
supernatant from TCF was filtered (FS Bioblock,
5 pm) and checked for the absence of leucocytes
(using Turk solution); this filtered fluid was
cultured as indicated above to quantify the
bacterial counts (extracellular bacteria).

To count the number of leukocytes from TCF, 10
pl of each sample was diluted 1:1 with Turk
solution (acetic acid and Methylene Blue
prepared in-house) and read with a Neubauer
camera under an optical microscope.

Population analysis of surviving bacteria

For samples from the levofloxacin group we
analysed the surviving population following the
recommended methodology (17). Briefly, viable
bacteria recovered from TCF at the end of
levofloxacin therapy were cultured overnight in
Trypticase soy broth (TSB), before being
resuspended in Mueller-Hinton broth and
adjusted to an inoculum of 10"’ cfu/ml. A sample
of 100 pl of this fluid and its 10-fold dilutions
were inoculated in agar plates containing several
levofloxacin concentrations (0.5, 0.6, 0.8, and 1
pg/ml). The plates were incubated at 37° for 48 h
and the number of colonies was counted.

Electron microscopy

All the procedures followed the recommended
methodology (14). Pellets of cells from
gentamicin-treated TCF were fixed in 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M PBS (pH 7.4). Cells were
then washed in PBS buffer and dehydrated
through a graded ethanol series. Finally the
pellets were embedded in resin, thin sectioned
and examined with an electron microscope (JEOL
1011).

Statistical analysis

All bacterial counts are presented as log cfu/ml
(means * standard deviation). Differences in
bacterial counts for treated and untreated animals
were analysed for statistical significance using
analysis of variance (ANOVA). An unpaired
Student’s T test with the Bonferoni correction
was used post hoc to determine statistical
significance.

The killing rate constant (k) was calculated by
applying the equation £ = In N, — In N, / ¢ , where
N, is the number of viable bacteria at time 0 and
N, is this number at time ¢.

For all tests, differences were considered
statistically significant when p values were < 0.05.

RESULTS

Preliminary studies were performed in order to
check the accuracy of the methodology for
identifying different bacterial populations.

After 3 weeks of infection the total bacterial
count in TCF (mean log cfu/ml + SD) was 6.86 +
0.6 (n=10); the mean of leukocyte counts from
TCF at day 1 was 3.6 x 10°/L. We separated the
intra- and extra-cellular bacterial populations
from these TCFs and both were exposed to
gentamicin for 2 h to ensure that each population
was killed in a different manner. Results of
bacterial counts before and after exposure to
gentamicin were, respectively, 6.47 + 0.8 and
6.38 + 0.8 for intracellular bacteria, and 5.57 +
0.5 and 3.48 £+ 0.2 for extracellular ones (Figure
1). We observed that the largest proportion of
bacteria had an intracellular location and that
treatment with gentamicin did not significantly
kill these intracellular bacteria, in contrast to what
occurred with extracellular ones (killing > 2 log
CFU/ml at 2 h). All procedures were confirmed
to be harmless for bacteria. Figure 2 shows the
presence of intracellular S. aureus after
gentamicin exposure using electron microscopy.
Once all the methodology had been checked and
standardised we conducted  therapeutic
experiments. At day 1 there were no significant
differences between the groups in bacterial counts
for each compartment. These bacterial counts
(means of log CFU/ml + SD for total, intra- and
extra-cellular bacteria) were, respectively: 6.72 +
0.9,6.3+1,and 5.6 0.9 for controls (n=12); 7 +
0.5, 6.5 £ 0.5, and 5.5 + 0.6 for levofloxacin
(n=17); and 6.9 + 0.8, 6.3 + 0.9, and 5.5 + 0.8 for
cloxacillin (n=18).

At the end of treatment both therapeutic groups
were better than controls (p<0.05). We again
noted that the largest proportion of bacteria after
therapy had an intracellular location and that they
remained viable. Levofloxacin was better than
cloxacillin (p<0.05); activity against intracellular
and extracellular bacteria was analysed separately
and showed significantly greater efficacy for
levofloxacin in both compartments (p<0.05)
when compared to cloxacillin. A comparison
between groups in terms of bacterial counts from
each compartment is represented in Figure 3.
Killing rates (k) against intracellular and
extracellular bacteria were, respectively, 0.0296
h™' and 0.0239 h™' for levofloxacin, and 0.0173 h™!
and 0.014 h™' for cloxacillin. We noted that the



levofloxacin killing rate was even greater against
intracellular than against extracellular bacteria,
although this difference was not statistically
significant (p=0.1).

Population analysis (n=8) of surviving bacteria at
the end of levofloxacin therapy showed no
changes in initial MIC. The frequency of mutants
growing on agar plates with 0.5 and 0.6 pg/ml of
levofloxacin was, respectively: 6.7 x 10® and
3.46 x 10 for in vivo samples (n=8), and 8.05 x
10® and 9 x 107 for wild strain Hungarian. No
mutant colonies were grown on plates containing
0.8 or 1 pg/ml of levofloxacin.

DISCUSSION

Bacterial biofilms determine the limited efficacy
of antibiotics in foreign-body infections.
However, it is difficult to establish the extent to
which this limitation is due to bacterial
phenotypic tolerance to antibiotics, to the
presence of inactivating factors within the biofilm,
or to the biofilm acting as a physical barrier.
Animal studies with the tissue-cage model for
infection by S. awreus have repeatedly
emphasised the relevance of bacterial tolerance to
antibiotics as the main factor underlying these
therapeutic problems. In this model, bacterial
isolates from TCF, which probably come from
the continuous turnover established with the
adjacent  biofilm, show a  phenotypic
antimicrobial tolerance (8). Thus, in vitro
bactericidal activity of antibiotics against
stationary phase bacteria has been considered the
best marker of their efficacy in vivo (4,33), as we
reported for levofloxacin and rifampin in
comparison to cloxacillin, vancomycin and
linezolid (22).

Additionally, the presence of dysfunctional
leukocytes with viable intracellular bacteria has
been related to the inability to prevent
experimental foreign-body infections and the
maintenance of these established infections
(25,34,36). Furthermore, the presence of
intracellular S. aureus in some phenotypic forms,
such as small colony variants, has recently been
reported as the cause of relapses in human
orthopaedic prosthetic infections (27,31). Indeed,
in the specific case of systemic and localised S.
aureus infections, the particular ability of the
micro-organism to survive inside the professional
and non-professional phagocytes, such as
endothelial cells, osteoblasts and others, has been
related to the persistence and relatively high
frequency of relapses after appropriate
antimicrobial therapy (3,12,32).

In the present study we were surprised to find that
most of the micro-organisms isolated from TCF
were identified as intracellular bacteria, which

was in agreement with that reported in a previous
study but in a higher proportion (13). Although
these authors reported how these bacteria
increased at the end of antibiotic therapy with
respect to untreated animals, we found that this
population was already very prevalent at the
beginning of treatment. We believe that the
methodology used to  differentiate  the
extracellular and intracellular location of S.
aureus in our study was suitable, given the
electronic microscopic observations and the
behaviour of the addition of gentamicin, known
to have no significant intracellular anti-
staphylococcal activity. It is likely, therefore, that
our model of a chronic three-week-old device
infection mimics well a localised purulent
prosthetic device infection.

When the efficacy of antimicrobial therapy was
evaluated, interesting differences between
extracellular and intracellular compartments were
observed. The greater efficacy of levofloxacin
compared to cloxacillin was found in both
compartments, but it was even greater in the
intracellular one. Differences observed in the
extracellular population were probably related to
the higher tolerance to cloxacillin found in this S.
aureus population in comparison to that for
levofloxacin. Differences found in the killing rate
against the intracellular population showed a
tendency to be higher than for the extracellular
compartment; in all likelihood this suggests an
additional role for this intracellular location in the
limited antibiotic efficacy against foreign-body
infections. One limitation when interpreting our
results is the probable continuous turnover
between intracellular and extracellular
populations; however, since the presence of
viable intracellular bacteria is highly relevant at
both the beginning and end of treatment it seems
reasonable to assume that the better intracellular
killing of the antibiotic represents greater efficacy.
Several studies have reported that all antibiotics
have reduced activity against intracellular S.
aureus, not only due to the difficulty of the
antibiotic reaching the micro-organism in its
intracellular location, but also because phenotypic
changes in this location confer greater antibiotic
resistance (5,19). However, the behaviour of each
family of antibiotics in the intracellular milieu
has been significantly differentiated, with
fluoroquinolones achieving greater activity in
comparison to beta-lactams (2,20,28). In
particular, levofloxacin showed one of the best
intracellular activities against S. aureus and this
in vitro intracellular killing of drugs correlated
well with their in vivo efficacy in experimental
abscesses (1,24). Our results regarding efficacy
are consistent with the good intracellular killing
of levofloxacin, and our analyses of viable



bacteria at the end of treatment also support the
lack of development of resistance in this location.

In conclusion, we have noted that the intracellular
bacterial inoculum represents the most important
fraction of the total inoculum even at the end of
antibiotic treatment. In the context of an
experimental model of foreign-body infection,
both phenotypic tolerance to antimicrobials and
the intracellular location of micro-organisms
appear to determine the limited efficacy of
antibiotics. The intracellular activity of an
antibiotic seems to be a relevant factor in the
antibiotic response to this kind of infection.
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FIGURE 1. Bacterial counts (means log cfu/ml) before (pre) and after (post) exposure to gentamicin (100
Hg/ml for 2 h) for intra- and extracellular compartments. Abbreviations: Intrac (intracellular bacteria),
Extrac (extracellular bacteria), Total (total bacteria).

\I]]]l Intrac pre B lIntrac post M Total & Extrac pre B Extrac post

log CFU/mI
N

FIGURE 2. Transmission electron micrographs of a phagocytic cell in vivo infected with S. aureus after
3 weeks of spontaneous evolution. (A) S. aureus micro-organisms (white arrow) are free within the
cytoplasm. Magnification, X 40,000 (A). (B) S. aureus micro-organism (white arrow) within a vacuole.
Magnification, X 40,000 (B).










Resultados

OBJETIVO SEGUNDO.

Estudiar v evaluar la eficacia comparativa de diversas monoterapias de tratamiento

antiestafilocdcico en la infeccidon de cuerpo extrafo.

Articulo 1. O. Murillo, A. Domenech, A. Garcia, F. Tubau, C. Cabellos, F. Gudiol, J.
Ariza. "Efficacy of high doses of levofloxacin in experimental foreign-body infection by
methicillin-susceptible S. aureus." Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2006;
50:4011-4017.

En respuesta al objetivo planteado, los aspectos fundamentales de estudio y sus
resultados son clasificados en los apartados siguientes:
- 2./ evaluacidén de la eficacia de diversas monoterapias de tratamiento
antiestafilococico.
- 2b/ correlacién de los resultados in vitro-in vivo. Actividad in vitro de

rifampicina.

2.a/ Evaluaciéon de la eficacia de diversas monoterapias de tratamiento

antiestafilococico.

Los resultados obtenidos ocupan la parte central del Articulo 1. En este trabajo
se analiz¢ la eficacia comparativa de levofloxacino en dos dosificaciones (50 mg/kg/d y
100 mg/kg/d, equivalentes a dosis humanas de 500 y 750-1000 mg/d, respectivamente),
cloxacilina, vancomicina, rifampicina y linezolid. Los principales parametros
farmacocinéticos y farmacodindmicos para todos los antibioticos se han mostrado

anteriormente en la Tabla V.1.
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Resultados

En la Tabla V.2 se muestran las CMIs y CMBs en fase exponencial y

estacionaria de los distintos antibidticos utilizados.

e Fase exponencial LT ) .
Antibiético estacionaria
CMI CMB CMB
Cloxacilina 0,5 1 > 256
Vancomicina 2 4 > 256
Linezolid 4 64 > 256
Levofloxacino 0,5 1 4
Rifampicina 0,015 0,12 >8

Tabla V.2. CMIs y CMBs (ug/ml) en ambas fases de crecimiento de
los diferentes antibioticos utilizados en el estudio. La CMB en fase
exponencial de rifampicina se aprecid exclusivamente cuando el
inoculo inicial se ajustaba a 1x10° UFC/ml.

La actividad bactericida in vitro de los antibioticos en solitario se estudio
mediante curvas de letalidad en fase exponencial y fase estacionaria de crecimiento; en
la Figura V.9 se muestran los resultados: fase exponencial - concentraciones por encima
de la CMI clinicamente alcanzables; fase estacionaria - concentraciones pico en el
liquido de las cajas. En conjunto, las curvas de letalidad mostraron actividad
bactericida en fase exponencial para levofloxacino, cloxacilina y vancomicina a
concentraciones 2xCMI, y para linezolid a altas concentraciones (= 16xCMI) que
equivalen a niveles no alcanzables en la practica clinica con dosis convencionales. En
fase estacionaria unicamente levofloxacino fue bactericida aunque a concentraciones
mayores (8xCMI). Rifampicina no alcanzd efecto bactericida en ninguna de las dos
fases y se aprecio el desarrollo de resistencia al final de los experimentos; esto fue
motivo de posteriores trabajos para estudiar con mas detalle la actividad in vitro de

rifampicina.
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Figura V.9. Curvas de letalidad de 24h en fase exponencial

(A) y estacionaria (B) con concentraciones clinicamente

alcanzables de los distintos antibidticos (pg/ml). Las barras

de error muestran la desviacion estandar. Abreviaturas:
OXA, cloxacilina; VAN, vancomicina; LZD, linezolid; LVX,

levofloxacino; RIF, rifampicina.

Respecto a la eficacia in vivo de los distintos antibidticos en monoterapia, todos

los tratamientos fueron mejores que el grupo control y levofloxacino a altas dosis fue el

tratamiento mads eficaz siendo significativamente mejor que linezolid (P = 0,03).

Rifampicina, el segundo antibiotico mas activo, se confirmé como un tratamiento eficaz

en la infeccion de cuerpo extrafio a pesar de aparecer resistencia en el 60% de los casos.

Linezolid se mostr6 menos eficaz que las otras alternativas y no se desarrolld

resistencia en el curso de su tratamiento. En la Figura V.10 se representan estos

resultados de eficacia.
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Resultados

De los resultados obtenidos fue especialmente interesante las diferencias observadas
con las dos dosificaciones de levofloxacino.Este antibiotico a altas dosis mostré una
gran eficacia antiestafilocdcica frente a bacterias en fase estacionaria (in vitro) y
bacterias asociadas al cuerpo extrafio (in vivo), lo cual se relaciond con sus parametros
farmacodindmicos (AUC/CMI 234 para levofloxacino 100, frente a AUC/CMI 136 para
levofloxacino 50). Utilizado a altas dosis, levofloxacino se mostro igual de eficaz que

rifampicina que esta considerada como tratamiento referente en las infecciones de

Descenso de log UFC/mI

Control

(n=18)
LVX LVX 50
OXA VAN LZD RIF 100 (n=20)
(n=19) (n=19) (n=18) (n=17) (n=19)

cuerpo extrano.

2.b/ Correlacién de los resultados in vitro-in vivo. Actividad in vitro de rifampicina.

Los resultados de eficacia terapéutica in vivo fueron comparados con los
obtenidos en los estudios in vitro mediante el porcentaje de bacterias erradicadas y

observamos como existia una mayor correlacion con los resultados en fase estacionaria;
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-1.15*
-1.47*

-1.56*

-2.1*

Figura V.10. Descensos de los recuentos bacterianos
(media de log UFC/ml + desviacion estandar) del liquido
de las cajas al final del tratamiento para cada uno de los
grupos terapéuticos. Abreviaturas como el la Figura
anterior. * P < 0.05 vs. controles; ** P =0.03 vs LZD y P <
0.05 vs controles.
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estos resultados son comentados en el Articulo 1 y se muestran graficamente en la

Figura V.11.
M In vivo
100 - - - FST
O FXP
80 1
60 -

% de bacterias erradicadas

LVX VAN

-20 -

Figura V.11. Relaciones entre los porcentajes de bacterias
erradicadas in vivo, in vitro en fase exponencial (FXP) e in
vitro en fase estacionaria (FST). Las concentraciones de
antibidtico (pg/ml) en FXP y FST son, respectivamente, 4/32
cloxacilina (OXA), 4/4 levofloxacino (LVX), 16/16 linezolid
(LZD), 16/32 vancomicina (VAN) y 8/8 rifampicina (RIF). Las
barras de error representan la desviacion estandar.

La mayor discrepancia fue debida a los resultados obtenidos con rifampicina,
con una alta eficacia in vivo y poca in vitro en las dos fases; si se excluian sus resultados
los estudios en fase estacionaria predecian aun mejor los obtenidos in vivo (r>=0.92,
p<0.05) mostrandose como un método in vitro mas util para aportar informacién sobre

la eficacia antimicrobiana en la infeccién de cuerpo extrano (Figura V.12).
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Figura V.12. Correlacion entre la eficacia terapéutica in vivo
y la actividad in vitro en fase estacionaria para cloxacilina,
levofloxacino, vancomicina, linezolid y rifampicina (A) y
para los mismos antibiéticos excepto rifampicina (B). PBE:
porcentaje de bacterias erradicadas; obtenido en base a la
reduccion de recuentos bacterianos en log CFU/ml al final
del experimento respecto del indculo inicial.

Nuestros resultados sobre la actividad in vitro de rifampicina, en especial la
dificultad para mostrar su actividad bactericida, fueron contrastados con la literatura
existente y confirmamos la presencia de resultados contradictorios. Ello motivé nuevos
estudios con curvas de letalidad frente a diversas cepas bacterianas de S. aureus,
meticilin sensible y resistente, para comprobar si existia un comportamiento distinto en
funcion de la cepa. Los resultados de estos trabajos nos permitieron clarificar que la
actividad in vitro de rifampicina se veia enormemente alterada por las variaciones en el
tamano del indculo utilizado y por la aparicion de resistencias. Rifampicina se mostrd
bactericida exclusivamente cuando el inéculo fue ajustado a 10° UFC/ml en fase
exponencial, mientras que pequefios aumentos en el tamafio del in6culo produjeron
una actividad final bacteriostatica o bien recrecimiento bacteriano por resistencia. Por
los mismos motivos, en los estudios in vitro en fase estacionaria donde son necesarios

indculos altos tampoco se aprecio actividad bactericida, aunque la actividad final fue
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similar a la de fase exponencial con indculos mayores de 1x10° UFC/ml (generalmente
descensos de 1,5-2 log UCF/ml). Estos resultados frente a la cepa de estudio SAMS
29213 se muestran resumidos en la Figura V.13. Finalmente, concluimos que la
problematica para objetivar la actividad bactericida antiestafilocdcica de rifampicina no

fue claramente cepa dependiente.
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Figura V.13. Recuentos bacterianos para distintas
concentraciones de rifampicina (RIF) frente a S. aureus ATCC
29213 obtenidos en fase exponencial con in6culos iniciales de
1,6x10¢ UFC/ml (inoc 6,2), 4x105 UFC/ml (inoc 5,6) y 1x10°
UFC/ml (inoc 5), y en fase estacionaria con indculo de 1,5x108
UFC/ml (fst inoc 8). Unicamente se objetivé actividad
bactericida (descensos de recuentos bacterianos > 3 log)
cuando el indculo fue estrictamente ajustado a 5 logUFC/ml;
en los otros casos se puede apreciar el recrecimiento
bacteriano o bien la actividad bacteriostatica.
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OBJETIVO TERCERO.

Estudiar la eficacia de las nuevas fluoroquinolonas v su relacién con los parametros

farmacodinamicos.

Articulo 3. O. Murillo, ME. Pachon, G. Euba, R. Verdaguer, F. Tubau, C. Cabellos, ].
Cabo, F. Gudiol, J. Ariza. “High doses of levofloxacin vs moxifloxacin against staphylococcal
experimental foreign-body infection: the effect of higher MIC-related pharmacokinetic
parameters on efficacy.” Journal of Infection 2009; 58:220-226.

Este fue el objetivo principal de estudio del Articulo 3. El punto de partida
fueron los buenos resultados de eficacia obtenidos con levofloxacino a altas dosis
beneficidandose de unos parametros farmacodindmicos mejores que con dosis
convencionales. En este trabajo se compar6 la eficacia de levofloxacino a altas dosis
(equivalente a la dosis de 750-1000 mg/d en humanos) frente a dos dosificaciones de
moxifloxacino (equivalentes a 400 mg/d y 800 mg/d en humanos) que aseguraban unos

parametros farmacodindmicos ain mayores que levofloxacino.

En los estudios in vitro determinamos las CMIs, CMBs y CPMs para

levofloxacino y moxifloxacino (Tabla V.3) y se realizaron curvas de letalidad.
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Antibiético | CMI CMB CMB CPM
(E.exp) (F.est)

Levofloxacino | 0.5 1 4 0.8

Moxifloxacino | 0.12 0.25 2 0.25

Tabla V.3. CMIs, CMB en fase exponencial
(F.exp), CMB en fase estacionaria (F.est) y CPMs
para levofloxacino y moxifloxacino. Todas las
concentraciones de antibidtico estan expresadas
en pg/ml.

En las curvas de letalidad, tanto levofloxacino como moxifloxacino mostraron
actividad bactericida frente a bacterias en ambas fases de crecimiento si bien
necesitaron concentraciones mayores en fase estacionaria (Figura V.14). Ambas
fluoroquinolonas consiguieron una actividad bactericida en fase exponencial a
concentraciones 2xCMI; mientras que en fase estacionaria fue alcanzada por

levofloxacino en la concentracion 8xCMI y por moxifloxacino en 16xCMI.
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Figura V.14. Curvas de letalidad con las concentraciones mas
representativas (expresadas en relacion xCMI) de levofloxacino (LVX)
y moxifloxacino (MXF) en fase exponencial (A) y fase estacionaria (B).
Las barras de error representan la desviacion estandar.

Los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos obtenidos para las dos
dosis de moxifloxacino, y los equivalentes en humanos, se muestran en comparacion
con los de levofloxacino a altas dosis (Tabla V.4). Cabe destacar que el parametro
AUC/CMLI, considerado como el mejor predictor de la eficacia de las fluoroquinolonas,
fue aumentando con el uso de levofloxacino 100, moxifloxacino 40 y moxifloxacino 80

alcanzando valores de 234, 431 y 568, respectivamente.
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RATAS HUMANOS
Antibicti
(I’I‘It;’li‘;:;’ TCF Suero Suero
C max aValle AUC T >mic C max AUC C max AUC
AUC/MIC C ma/MIC
(mg/L)  (mg/L)  (ug.h/ml) M / (%) | (mg/L) (ug.h/ml) | (mg/L) (ug.h/ml)
Levofloxacino
(100 / 24) 12.2 1.1 117.36 234.72 24.4 100 38.7 106 12-15 90-120
Moxifloxacino
(40/24) 4.2 0.1 51.7 431.3 34.7 100 16 48 3-4.5 30-48
Moxifloxacino | ¢ o 0,6 68,2 568,7 57,7 100 | 234 72 456 4278
(80/24) ! ! b ’ ; : :
Tabla V.4. Principales parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos de

levofloxacino y moxifloxacino en los animales, y sus equivalencias con las dosis en
humanos de 750-1000mg/d de levofloxacino, y de 400mg/d y 800mg/d de
moxifloxacino. @ Las concentraciones Valle fueron determinadas el dia 4 de

tratamiento.

Los resultados de la eficacia in vivo de ambas fluoroquinolonas, en base a los

descensos en los recuentos bacterianos del liquido de las cajas se representan en la

Figura V.15. El dato mas destacable fue que la eficacia de moxifloxacino, a ambas dosis,

no superd la de levofloxacino a pesar de sus pardmetros AUC/CMI claramente

superiores. En cuanto a los estudios de resistencia, no se detectaron cepas resistentes al

final del tratamiento en ninguno de los grupos terapéuticos. En los grupos de

tratamiento con moxifloxacino no se hizo un estudio especifico de pequenas

variaciones de la CMI respecto de la cepa inicial dentro del rango de sensibilidad.
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MLVX 100 & MXF 40 MXF 80 M control

decrease in log CFU/mI

Figura V.15. Descensos de los recuentos bacterianos (media de log UFC/ml +
desviacion estandar) del liquido de las cajas al final del tratamiento para
cada grupo terapéutico (LVX, levofloxacino; MXF, moxifloxacino). * P < 0.05
vs controles
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ANEXO

Articulo 3. O. Murillo, ME. Pachon, G. Euba, R. Verdaguer, F. Tubau, C. Cabellos, ].
Cabo, F. Gudiol, J. Ariza. “High doses of levofloxacin vs moxifloxacin against staphylococcal
experimental foreign-body infection: the effect of higher MIC-related pharmacokinetic
parameters on efficacy.” Journal of Infection 2009; 58:220-226.
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Introduction

The role of fluoroquinolones in the treatment of staphylo-
coccal foreign-body infections is mainly referred to classi-
cal quinolones (ciprofloxacin and ofloxacin) in combination
with rifampin.'™* Newer fluoroquinolones, such as levoflox-
acin, have improved the activity against gram-positive
microorganisms including good in vitro activity against
non-growing bacteria. The latter activity has been related
to higher in vivo efficacy against staphylococcal foreign-
body infections when bacteria included in biofilm are in
a dormant or non-growing state and are tolerant to antibio-
tics.>™ On the basis of previous experience, these newer
quinolones are being used in clinical practice, despite the
lack of clinical trials."®

The rat tissue-cage model of foreign-body infection
reasonably mimics human device infections; this model
has been used to report relevant information in recent
years.""™"® |t includes bacterial populations attached to
cover-slips forming a biofilm and others directly detached
from them in the tissue-cage fluid. Both populations are
highly resistant to antibiotics,' and the activity of antibi-
otics diminishes in parallel to both bacterial populations.
We previously used this model to show the good efficacy of
high doses of levofloxacin against device infection by meth-
icillin-susceptible Staphylococcus aureus.'® We were sur-
prised by the extent to which the increase in AUC/MIC
ratio improved the efficacy of levofloxacin, which was the
best antistaphylococcal therapy in this model. Therefore,
we hypothesized that moxifloxacin, which exhibits higher
in vitro antistaphylococcal activity and has more favourable
AUC/MIC ratio than levofloxacin, might improve the in vivo
efficacy in this model.

The aim of the present study was to test the in vitro and
in vivo activities of conventional and high doses of moxi-
floxacin and to compare them with the activity of high
doses of levofloxacin in a rat model of foreign-body
infection by methicillin-susceptible S. aureus.

Materials and methods

Microorganism and antimicrobial agents

A methicillin-susceptible S. aureus ATCC 29213 was used for
the in vitro and in vivo experiments.

The antimicrobial agents were kindly provided by their
respective laboratories: levofloxacin (Sanofi-Aventis, Madrid,
Spain) and moxifloxacin (Bayer, Madrid, Spain). The purified
powder of both drugs was resuspended according to
laboratory recommendations for in vitro and in vivo uses.

Determination of MICs, MBCs and MPCs

The MICs and MBCs were determined in the log-phase,
following the standard recommendations.'” A macrodilu-
tion method was used with Mueller—Hinton broth (MHB)
and an inoculum of 10°—10° cfu/ml. The MIC was defined
as the minimal concentration of antibiotic that was able
to inhibit macroscopic bacterial growth. The MBC was
the minimal concentration that killed 99.9% of original
inoculum.

The MBCs were also determined in the stationary phase
using previously described methodology.®'® In brief,
a macrodilution method with a high inoculum of 108 cfu/ml
and a nutrient-restricted medium (phosphate buffered
saline + 1% glucose + 4% MHB) was used. Both conditions
have been reported as necessary for bacteria to express
in vitro tolerance to antibiotics.® Bacteria were grown
for 24 h in MHB, then they were centrifuged (at 2000 g
for 10 min) and resuspended in such restricted medium;
thus ensuring that bacteria remained stable for up to
24 h under these conditions. The MBCs were defined as
above.

The mutant prevention concentrations (MPCs) were
determined as previously reported using high inoculums of
S. aureus (10" cfu/ml) and agar plates containing several
known concentrations of antibiotic.'®'® The inoculum of
S. aureus was grown on MHB for 24 h, then it was centri-
fuged and resuspended to achieve a high inoculum. The
agar plates were inoculated with this inoculum and incu-
bated for 48 h at 37°. The MPC was defined as the minimal
concentration of antibiotic preventing any macroscopic
growth of bacteria at the end of experiment.

24 h Time—Kkill curves

In vitro time—kill curves were performed using bacteria in
the log-phase according to standard recommendations.?°
We used 10ml of MHB medium, an inoculum of
10°—10° cfu/ml and prefixed concentrations of antibiotics
ranging from 0.5x to 128 x MIC. To avoid carryover antimi-
crobial agent interference, the sample was placed on the
plate in a single streak down the centre, allowed to absorb
into the agar until the plate surface appeared dry, and the
inoculum was then spread over the plate.

We also performed 24 h kill-curves with bacteria in the
stationary phase using previously reported methodology.'®
Briefly, to achieve the final inoculum we proceeded as
described above, then bacteria were inoculated to the nutri-
ent-restricted medium (phosphate buffered saline + 1%
glucose + 4% MHB) with prefixed concentrations. Due to the
tolerance to antibiotics expressed by bacteria in the station-
ary phase, the drug concentrations tested in these experi-
ments were higher than those in the log-phase. The
prefixed antibiotic concentrations for levofloxacin and moxi-
floxacin were equivalent to peak (24x and 32x MIC, respec-
tively) and trough levels (2x and 4x MIC) achieved in the
tissue-cage fluids, and another one between these peak and
trough concentrations (8x and 16x MIC).

Preparation of inoculum for in vivo use

Bacteria from overnight culture on 5% blood agar plates
were grown for 4—6 h in TSB. They were then centrifuged
and resuspended in sterile saline solution adjusted to an
optical density of 0.5 McFarland and finally diluted to a con-
centration of 0.2 x 108—2 x 108 cfu/ml.

Animal studies

The animal model was approved by the Ethical Committee
for Animal Experiments at the University of Barcelona.
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The model was derived from that reported by Lucet
et al.""; we standardized this model using the methodology
reported in our previous work.'® We used male Wistar rats
weighing 200—220 g at the beginning of experiments; they
were given food and water ad libitum throughout the study.
The rats were anesthetized with (i) an intraperitoneal
injection of ketamine (80 mg/kg; Parke—Davis, Madrid,
Spain) plus xilacyne (20 mg/kg; Bayer, Barcelona, Spain)
for the surgical procedure; and (ii) with isoflorane (Abbott,
Madrid, Spain) for the remaining procedures to obtain
samples of tissue-cage fluids. After the surgery, rats
received analgesia with buprenorfine (0.01 mg/kg; Schering
Plough, Madrid, Spain). At the end of experiments, animals
were sacrificed with an intracardiac injection of thiopental
(Braun, Barcelona, Spain).

Two multiperforated Teflon tissue-cages (TCs) contain-
ing two cover-slips each were subcutaneously implanted in
the flank of the rat. After three weeks, a sample of tissue-
cage fluid (TCF) was recovered and screened for sterility;
then 0.1 ml of saline solution containing S. aureus was inoc-
ulated. Three weeks later, a chronic infection was well es-
tablished and a sample of TCF was again recovered to
quantify bacterial counts (designated as day 1). A minimum
of 10° cfu/ml was required for the therapeutic experi-
ments. The animals were intraperitoneally treated for
seven days; 24 h after the last dose, a sample of TCF was
recovered and bacterial counts were quantified (designated
as day 8). To avoid carryover, we proceeded as indicated
above. The differences in the bacterial counts from TCF be-
tween the beginning and the end of treatment were used as
criteria of therapeutic efficacy. Once rats had been sacri-
ficed, the cover-slips were aseptically removed and pro-
cessed as indicated below.

The therapeutic groups were as follow: levofloxacin
100 mg/kg/d, moxifloxacin 40 mg/kg/d, moxifloxacin
80 mg/kg/d and controls. The antibiotic dosage was
selected according to pharmacokinetic studies (see below).

Process of TCFs and cover-slips

The samples of TCF (100 ul) were sonicated (150 W x 1 min;
Afora, Madrid, Spain) to disrupt bacterial counts. Then
100 ul and their ten-fold dilutions were cultured on TSA
with 5% sheep blood plates (for 48 h at 37°) to quantify bac-
terial counts (as log cfu/ml).

The cover-slips removed were rinsed in 1 ml of PBS and
sonicated. Then they were incubated for 20 min at 37° in
1 ml of PBS with trypsin (6 U/ml; Sigma, Madrid, Spain).
The final fluid was recovered to screen for the presence
of resistant strains.

All these procedures have been reported as being
harmless for bacteria.'""®

Pharmacokinetic studies

Previous to therapeutic experiments, the antibiotic dosages
were selected according to pharmacokinetic and pharma-
codynamic parameters using the methodology described in
our previous work.'®

A single weight-adjusted dose was administered to
a group of healthy rats; after, samples of blood and TCF
were recovered at several time-points (1, 2, 3, 4, 8, 12 and
24 h). In order to select the more appropriate dosage in

rats, we based on previous data about the relations in
drug concentrations between extravascular fluids and se-
rum in our model: 1) the area under the concentration—
time curve (AUC) is similar in both the TCF and the serum;
and 2) peak concentrations and the time the drug concen-
tration remained above the MIC in TCF tend to be lesser
and higher than in serum, respectively.?'2 In fact, we
mainly adjusted the AUC value for each antibiotic that re-
sulted similar in both animals (either in serum or in TCF)
and humans.?*28

Peak and trough levels in TCF were determined on day 4
for each drug to check the equilibrium test concentrations
during treatment.

The following parameters were determined: peak
concentration (Chax), €limination half-life (t1/2), elimination
rate constant, AUC, the time the drug concentration
remained above the MIC (Tomic), the AUC/MIC and C,,ax/MIC.

The levels of antibiotics were determined using a bio-
assay method.?® The microorganisms used were Escherichia
coli ATCC 35218 for levofloxacin, and S. aureus ATCC 29213
for moxifloxacin.

Screening of resistance

According to the general breakpoint of resistance to
fluoroquinolones among S. aureus, we used agar plates con-
taining 1 mg/L of levofloxacin or moxifloxacin. Thus, we
only checked for the presence of resistant strains but we
did not study the slight changes in initial MICs. The TCF
samples and processed fluid from cover-slips were cultured
in these plates for 48 h at 37°; after, the presence of bacte-
rial growth was screened. Results were qualitatively inter-
preted as positive (some macroscopic bacterial growth) or
negative (no growth).

Statistical analysis

All bacterial counts are presented as log cfu/ml (mean-
s+ standard deviation). Data were found to be normally
distributed when applying the Kolmogorov—Smirnov test.
Analysis of variance (ANOVA) and Scheffe’s correction
were used to compare differences between groups in bac-
terial counts. For all tests, differences were considered sta-
tistically significant when p values were <0.05.

Results

Determination of MICs, MBCs and MPCs

The MICs and MBCs in logarithmic and stationary phases and
MPCs for each antibiotic are shown in Table 1.

Table 1 MICs (mg/L) and MBCs (mg/L) in the logarithmic
and stationary phases, and MPCs (mg/L) for levofloxacin
and moxifloxacin.

Antibiotic MIC  MBC

MBC (stationary MPC

(log-phase) phase)
Levofloxacin 0.5 1 4 0.8
Moxifloxacin  0.12 0.25 2 0.25
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Moxifloxacin exhibited lower MIC and MBC values than
levofloxacin in both phases. In the log phase, MBCs for
moxifloxacin and levofloxacin were at concentration 2x
MIC. In the stationary phase, the MBC for moxifloxacin was
at concentration 16 x MIC, whereas for levofloxacin was at 8 x
MIC.

In vitro studies

Kill-curves in the log-phase showed bactericidal activity for
both quinolones at concentrations 2x MIC (Fig. 1).
Kill-curves showed that in the stationary phase both
quinolones had remarkable bactericidal activity against
non-growing bacteria. However, higher antibiotic concen-
trations than those in the log-phase were necessary for
both quinolones to reach such activity. Moxifloxacin
achieved bactericidal killing at concentrations 16x MIC,
whereas levofloxacin reached the same level of killing at
8x MIC. In both cases, these concentrations are achieved in
human clinical practice with standard dosages (Fig. 1).

In vivo studies

The main pharmacokinetic parameters and their ratios to
the MICs are shown in Table 2.

Moxifloxacin (40 mg/kg/d) had peak levels and AUC
values in TCF that were equivalent to human 400 mg/d
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doses, whereas higher human doses (i.e. 800 mg/d)
were represented by the animal group of moxifloxacin
80 mg/kg/d. Levofloxacin had peak levels and an AUC
equivalent to human doses 1000 mg/d.

The analysis of AUC/MIC parameters showed progres-
sively higher ratios for levofloxacin, moxifloxacin 40 and
moxifloxacin 80, respectively.

No substantial differences in drug concentrations were
noted between healthy and infected rats; the peak and
trough concentrations in TCF at day 4 of therapy showed
that there was a tendency to accumulate in infected rats,
compared to healthy animals (data not shown).

Pharmacokinetic parameters in relation to MPCs for
levofloxacin, moxifloxacin 40 and moxifloxacin 80 respec-
tively were as follows: AUC/MPC of 146.7, 206.8 and 272.8;
and Cax/MPC of 15.2, 16.8 and 27.6.

A total of 55 rats (110 TCs) were used; some tissue cages
were lost during the experiment by spontaneous shedding.
Finally, therapeutic groups were levofloxacin (n = 25 TCs),
moxifloxacin 40 (n = 23), moxifloxacin 80 (n = 20) and con-
trols (n = 22).

At the beginning of the treatment, there were no
differences between groups in the bacterial counts of
TCF. They (means log CFU/ml+S.D.) were as follows:
6.641+0.92 (levofloxacin), 6.56 +0.92 (moxifloxacin 40),
6.34 +0.99 (moxifloxacin 80) and 6.71 +0.97 (controls).

At the end of the treatment, all therapeutic groups were
better than controls but no differences between them were
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Time kill-curves showing the most representative concentrations (related to xMIC) of levofloxacin and moxifloxacin in

the log (A) and stationary (B) phases. Error bars indicate standard deviations; in some cases they are smaller than the symbols to be
appreciate. Abbreviations: LVX, levofloxacin; and MXF, moxifloxacin.
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Table 2 Main pharmacokinetic parameters and their ratios to the MICs.

Antibiotic Rats Human?®
(i) TCF Serum Serum
Cmax  °Trough AUC t1/2 AUC/MIC Crax/MIC Tomic Cmax  AUC t1/2 Chax  AUC t1/2 (h)
(mg/L) (mg/L) (ngh/ml) (h) (%)  (mg/L) (ugh/ml) (h) (mg/L) (ngh/ml)
Levofloxacin 12.2 1.1 117.4 5.5 234.7 24.4 100 38.7 106 2.1 12—15 90—120 7.45
(100/24)
Moxifloxacin 4.2 0.1 51.7 4.4 431.3 34.7 100 16 48 1.5 3—4.5 3048 9.3
(40/24)
Moxifloxacin 6.9 0.6 68.2 8.2 568.7 57.7 100 23.4 72 2.3 4-5.6 42-78 12.3
(80/24)

2 The antibiotic doses in humans that lead to these pharmacokinetic parameters are as follows: levofloxacin 1000 mg/d?® (equivalent

to levofloxacin 100 in rats), moxifloxacin 400 mg/d?® (equivalent to moxifloxacin 40 in rats) and moxifloxacin 800 mg/

moxifloxacin 80 in rats).
® Trough concentrations were determined on day 4 of therapy.

noted. These bacterial counts (means log CFU/ml+S.D.)
were as follows: 4.83 + 1 (levofloxacin), 5.25 + 1 (moxiflox-
acin 40), 4.884+0.86 (moxifloxacin 80) and 6.9541.1
(controls).

A comparison of decreases in bacterial counts between
groups after treatment is represented in Fig. 2.

Both moxifloxacin groups exhibited higher AUC/MIC
parameters than levofloxacin; however, these parameters
did not correlate with higher efficacy. For all therapeutic
groups, the peak levels in TCF were higher than stationary
phase MBC values.

There was no emergence of levofloxacin- or moxiflox-
acin-resistant strains (MICs > 1 ug/ml) in either group in the
TCF or in the cover-slips. Slight changes in initial MIC values
for moxifloxacin were not studied.

Discussion

Fluoroquinolones are considered concentration-dependent
antibiotics and the AUC/MIC ratio is the best predictor of

m LVX 100 = MXF 40 MXF 80 W control

15
1 0,24
(n22)

0.5
0
-0.5
-1
-1.5

-2
1,317 L

-2.5 (n 23) = ,40
3 (n 20)

-1,81*
(n'25)

decrease in log CFU/ml

-3.5

Figure 2 Comparison between groups of decreases in bacte-
rial counts (means of log CFU/ml) at the end of therapy. Error
bars indicate standard deviations. Abbreviations: LVX, levoflox-
acin; and MXF, moxifloxacin. *p < 0.05 vs control.

d?® (equivalent to

efficacy; the higher the ratio, the greater the effi-
cacy.2"3%3" |n the present study, we used a rat model of
foreign body infection by S. aureus to test the in vitro
and in vivo efficacy of conventional and high doses of moxi-
floxacin, both exhibiting higher AUC/MIC ratios than levo-
floxacin, and to compare them to the efficacy of high
doses of levofloxacin.

Several in vitro studies have reported the high
antistaphylococcal activity of moxifloxacin, although
they usually tested bacteria in the log-phase.3?>* To our
knowledge, this study is the first to report how moxifloxa-
cin also has bactericidal activity against bacteria in the
stationary phase of growth. For equivalent MIC-related
concentrations (i.e. 2x MIC), the in vitro bactericidal
activity of moxifloxacin and levofloxacin by kill-curves
was similar.

Thus, the potential advantages of moxifloxacin in terms
of antistaphylococcal efficacy are related to its greater
AUC/MIC ratio, which are clearly higher than the minimal
AUC/MIC ratio of 125 required for fluoroquinolones to be
clinically efficacious.>®> Since this ratio was specifically
proved for ciprofloxacin and mainly against gram-negative
bacteria, Firsov et al. used in vitro pharmacodynamic
studies to report how different AUC/MIC ratios for each
fluoroquinolone represent the same antistaphylococcal
activity as that reached by ciprofloxacin.3* Interestingly,
they reported that these ratios were less than 125 for
levofloxacin and moxifloxacin and were achieved by
clinical doses of 750mg/d levofloxacin but not by
500 mg/d, whereas conventional doses of moxifloxacin
(400 mg/d) assured higher values (AUC/MIC 200) than
those of levofloxacin.

Animal models of infection are considered appropriate
for testing the relationships between the pharmacodynamic
parameters of antibiotics and their in vivo efficacy.?'-3¢ In
our rat tissue-cage model of foreign-body infection, we
previously reported the impact of increasing AUC/MIC ratio
on the antistaphylococcal efficacy of levofloxacin. These
results supported the use of high doses of levofloxacin
(750—1000 mg/d) for the treatment of orthopaedic pros-
thetic infection, as recently recommendations.'®'® In the
present study, moxifloxacin 40 (AUC/MIC: 431) and
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moxifloxacin 80 (AUC/MIC: 568) had much greater AUC/MIC
ratios than high doses of levofloxacin (AUC/MIC: 234); how-
ever, this was not associated with an increase in the maxi-
mal efficacy reached by levofloxacin. Although these
results could seem surprising, indeed they are not so unex-
pected when revising previous reports. Really, an optimized
bactericidal concentration (OBC: optimum bactericidal
concentration) has been described for quinolones, beyond
which higher concentrations of antibiotic do not reach
higher efficacy.>” = In the case of moxifloxacin and levo-
floxacin, the effect of increasing AUC/MIC ratios on in vitro
efficacy against S. aureus showed similar efficacies for both
quinolones with AUC/MIC > 100 by three of four methods
studied.’

Other in vitro evidence of the maximal efficacy of
quinolones was shown in recent studies on intracellular
killing of S. aureus,*>** although these results could be
related to the saturable transport of antibiotics into the
cells rather than to the saturable quinolone activity.

The results comparing high doses of levofloxacin and
moxifloxacin should also be interpreted on the basis of
protection against the emergence of resistance. We did not
detect any resistant strain in the therapeutic groups; thus,
our results also showed how both quinolones helped pro-
tect against the emergence of resistance after 7-days of
therapy. We screened for the appearance of resistant
strains by expressing MIC >1 mg/L for levofloxacin or mox-
ifloxacin (an increasing in resistant strain MIC of 2x and 8x
respectively) and thus, we did not aim to study the appear-
ance of slight changes in MIC for moxifloxacin. However,
previous studies seem to support a close safety profile
for both quinolones at pharmacodynamic parameters simi-
lar to ours. First, a Cax/MIC ratio of fluoroquinolones
above 8—10 is related to clinical protection against the
emergence of resistant S. aureus when using fluoroquino-
lones alone**; in our study both levofloxacin and moxiflox-
acin had values over double this ratio. Second, more
recent in vitro pharmacodynamic studies testing the
mutant selection window (MSW) hypothesis reported that
when the antibiotic concentration was inside the MIC to
MPC range (the named MSW) the emergence of resistant
strains was maximal, in contrast, when concentrations
were above the MSW no resistance was noted.* Studies
that evaluated the safety of levofloxacin and moxifloxacin
against S. aureus reported that a minimal AUC/MIC ratio of
200 was needed to guarantee no changes in MIC. The MSW
hypothesis was recently demonstrated in vivo in a tissue-
cage infection model by S. aureus in rabbits, supporting
previous in vitro results by levofloxacin.*® In this study,
the authors reported a correlation of MIC- and MPC-related
pharmacokinetic parameters with the appearance of resis-
tance. When the Cya/MIC, AUC/MIC, Cihax/MPC and AUC/
MPC ratios were greater than 8, 150, 1.2 and 25, respec-
tively, no changes in MICs were noticed. In agreement
with these results, we found quite low MPC values for lev-
ofloxacin and moxifloxacin; the pharmacodynamic parame-
ters for high doses of levofloxacin and both doses of
moxifloxacin referring to MPCs in our study should guaran-
tee a good protective profile against the emergence of
resistant strains.

In conclusion, moxifloxacin with higher AUC/MIC ratios
did not improve the efficacy of high doses of levofloxacin in

this difficult-to-treat infection. High doses of levofloxacin
and moxifloxacin both seem to offer safety protection
against the emergence of resistant strains.
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OBJETIVO CUARTO.

Estudiar la eficacia de la combinaciéon levofloxacino-rifampicina en la infeccion de

cuerpo extrafio por S. aureus sensible a meticilina

Articulo 4. O. Murillo, ME. Pachdn, G. Euba, R. Verdaguer, F. Tubau, J. Cabo, C.
Cabellos, F. Gudiol, J. Ariza. “Antagonistic effect of rifampin on the efficacy of levofloxacin at
high doses in staphylococcal experimental foreign-body infection.” Antimicrobial Agents and

Chemotherapy 2008; 52:3681-3686.

Los resultados obtenidos son la base principal del Articulo 4. Se estudid la
eficacia comparativa de las dos dosificaciones de levofloxacino (50 mg/kg/d y 100

mg/kg/d) en solitario y en combinacién, cada una de ellas, con rifampicina.

Los resultados in vitro mediante curvas de letalidad mostraron nuevamente la
actividad bactericida de levofloxacino en ambas fases y observamos que rifampicina
produjo un claro efecto antagonico sobre levofloxacino en fase exponencial expresado a
partir de una concentracion mayor o igual a 2xCMI de levofloxacino (su CMB). El
efecto de la combinacién en fase estacionaria fue indiferente, aunque a partir de
concentraciones de levofloxacino mayores que su CMB (8xCMI) se observé una cierta
tendencia al antagonismo. Debido a la falta de evidencia previa sobre la accion final de
esta combinacién en fase estacionaria, estudiamos también in vitro la asociacion de
moxifloxacino y rifampicina y obtuvimos unos resultados similares en ambas fases de
crecimiento. Los resultados mads representativos de las curvas de letalidad de
levofloxacino-rifampicina se muestran en la Figura V.16 en las que destaca el descenso
de actividad (> 1 log cfu/ml) en fase estacionaria de la combinacion frente a

levofloxacino en solitario a una concentracion de 12 pg/ml (24xCMI).
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Figura V.16. Curvas de letalidad de levofloxacino (LVX) solo y en
combinaciéon con rifampicina (RIF) en fase exponencial (A) con
concentraciones subinhibitorias y clinicamente alcanzables (ug/ml)
y en fase estacionaria (B) con concentraciones pico y valle en el
liquido de las cajas. El efecto de antagonismo en la combinacién se
observa en fase exponencial con las concentraciones LVX 1y LVX

4, mientras que en fase estacionaria se aprecia con la concentracion
LVX12.

Los estudios in vivo en el modelo animal incluyeron la doble evaluacion de la
eficacia después de un tratamiento de 7 o de 14 dias y sus resultados se muestran en la
Figura V.17. Levofloxacino a altas dosis fue la terapia mas eficaz (decremento de
bacterias en log cfu/ml = -2.08) después de 7 dias de tratamiento siendo
significativamente mejor que levofloxacino 50 (decremento = -1.24) y que las
combinaciones de rifampicina con ambas dosis de levofloxacino (levofloxacino 50-
rifampicina= -1.51; levofloxacino 100-rifampicina = -1.55). Para analizar con mas
profundidad el antagonismo in vivo de rifampicina sobre levofloxacino 100, se estudid
la eficacia de ambos grupos después de un tratamiento de 14 dias. Levofloxacino 100

fue nuevamente mads activo que su combinacion con rifampicina y su eficacia alcanzo
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significacidon estadistica sobre la poblacion de bacterias adherentes (Figura V.18).
Determinanos especificamente los niveles de levofloxacino al administrarse en
combinacién con rifampicina y comprobamos que no disminuian de forma
significativa respecto de los alcanzados con la quinolona en solitario. El estudio de
resistencias demostré la proteccion mutua entre levofloxacino con ambas

dosificaciones y rifampicina.
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Figura V.17. Comparacion entre grupos de los descensos de recuentos
bacterianos en el liquido de las cajas (media de log UCF/ml + desviacion
estandar) al final del tratamiento de 7 dias (7d) y 14 dias (14d). Entre
paréntesis se muestra el nimero de muestras de liquido de las cajas que
resulta mayor para levofloxacino 100 y levofloxacino 100-rifampicina
porque algunos animales fueron tratados hasta los 14 dias. * P < 0.05 vs
controles; ** P < 0.05 vs LVX50-RIF y LVX100-RIF, y P <0.03 vs LVX 50 y
controles.
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Figura V.18. Recuentos cuantitativos de las bacterias adheridas a las
piezas de metacrilato (media de log UCF/ml + desviacion estandar) al
final del tratamiento de 14 dias. Entre paréntesis se muestra el nimero
de muestras. * P < 0.05 vs controles; ** P < 0.05 vs LVX100-RIF y controles.
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ANEXO

Articulo 4. O. Murillo, ME. Pachdn, G. Euba, R. Verdaguer, F. Tubau, ]J. Cabo, C.
Cabellos, F. Gudiol, J. Ariza. “Antagonistic effect of rifampin on the efficacy of levofloxacin at

high doses in staphylococcal experimental foreign-body infection.” Antimicrobial Agents and
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Since levofloxacin at high doses was more active than levofloxacin at conventional doses and was the best
therapy alone in a rat model of staphylococcal foreign-body infection, in this study we tested how these
differences affect the activities of their respective combinations with rifampin in vitro and in vivo. In vitro
studies were performed in the log and stationary phases. By using this model, rifampin at 25 mg/kg of body
weight/12 h, levofloxacin at 100 mg/kg/day, levofloxacin at 100 mg/kg/day plus rifampin, levofloxacin at 50
mg/kg/day, levofloxacin at 50 mg/kg/day plus rifampin, or a control treatment was administered for 7 days; and
therapy with for levofloxacin at 100 mg/kg/day alone and ritampin alone was prolonged to 14 days. We screened
for the appearance of resistant strains. Killing curves in the log phase showed a clear antagonism with
levofloxacin at concentrations =2x MIC and rifampin and tended to occur in the stationary phase. At the end
of 7 days of therapy, levofloxacin at 100 mg/kg/day was the best treatment and decreased the bacterial counts
from tissue cage fluid (P < 0.05 compared with the results for groups except those receiving rifampin alone).
At the end of 14 days of therapy with levofloxacin at 100 mg/kg/day, levofloxacin at 100 mg/kg/day plus rifampin,
and the control treatment, the bacterial counts on the coverslips were 2.24 (P < 0.05 compared with the results
with the combined therapy), 3.36, and 5.4 log CFU/ml, respectively. No rifampin or levofloxacin resistance was
detected in any group except that receiving rifampin alone. In conclusion, high-dose levofloxacin was the best
treatment and no resistant strains appeared; the addition of rifampin showed an antagonistic effect. The

efficacy of the rifampin-levofloxacin combination is not significantly improved by the dosage of levofloxacin.

Orthopedic prosthetic infections are difficult to treat be-
cause of the presence of bacterial biofilms. The definitive ther-
apy for such infections requires a combination of surgical and
medical approaches and the use of selected antibiotics active
against the microorganisms involved (11, 40, 48).

On the basis of previous experimental and clinical studies,
rifampin plays a main role in the treatment of staphylococcal
foreign-body infections (4, 45, 47, 49), while fluoroquinolones
are considered the best drugs for use in combination with
rifampin (14, 15, 46). Recent work recommended the use of a
combination of high doses of levofloxacin (750 to 1,000 mg/
day) plus rifampin for the treatment of staphylococcal pros-
thetic infections (48), even though the information available
from this setting is limited (3, 34, 39).

The rat model of staphylococcal tissue cage infection is a
well-standardized model of chronic foreign-body infection that
has provided relevant information in this regard (8, 9, 32, 44).
Using this model, we previously reported that high-dose levo-
floxacin (equivalent to 750 to 1,000 mg/day) was more active
than the conventional levofloxacin dose (500 mg/day) and that
it was the best therapy for use alone in comparison to therapy
with other antistaphylococcal drugs (34). The aim of the
present study was to test the extent to which these differences
in activity between conventional and high doses of levofloxacin
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affect the efficacies of their respective combinations with ri-
fampin in vitro and in vivo.

MATERIALS AND METHODS

Microorganism and antimicrobial agents. Methicillin-susceptible strain Sraph-
viococcus aurens ATCC 29213 was used for all experiments.

The antimicrobial agents (levofloxacin and rifampin) were kindly provided by
Sanofi-Aventis (Madrid, Spain).

In vitro studies. (i) Determination of MICs and MBCs. The MICs and the
minimal bactericidal concentrations (MBCs) were determined in the log phase
by the macrodilution method and by the methodology recommended previously
(10). The MICs were defined as the minimal concentration of antibiotic that was
able to inhibit macroscopic growth. The MBCs were defined as the minimal
concentration of antibiotic that was able to kill 99.9% of the bacteria from the
initial inoculum.

The MBCs were also determined in the stationary phase of growth. The
methodology used has been reported previously and proved to be a reliable
method for correlating in vivo efficacy in the rat tissue cage model of foreign-
body infection (34, 47). The MBCs were defined as described above.

(ii) Twenty-four-honr Killing curve assays in log and stationary phases. The
methodology used for the killing curve assays in the log phase followed previous
standardized recommendations (35), and that used for the 24-h killing curve
assays in the stationary phase was previously described in detail (34).

The concentrations of antibiotics selected for the log-phase killing curve stud-
ies were those that represented subinhibitory and clinically achievable levels
greater than the MIC, while the concentrations used for the stationary-phase
studies were equivalent to peak and trough levels in tissue cage fluid (TCF).

For all experiments, bactericidal activity was defined as a =3-log,, decrease in
the initial inoculum (in CFU/ml) at 24 h. The results of the combination treat-
ments were compared with the results 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 =2-log decrease in killing,
respectively.

To avoid carryover antimicrobial agent interference, the sample was placed on
the plate in a single streak down the center and was allowed to absorb into the
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agar until the plate surface appeared dry; the inoculum was then spread over the
plate.

Animal studies. The animal model was approved by the Ethical Committee for
Animal Experiments at the University of Barcelona.

The model was derived from that reported by Lucet et al. (32); we standard-
ized this model using the methodology reported in our previous study (34).
Briefly, two multiperforated Teflon tissue cages, each of which contained two
polymethyl methacrylate coverslips, were subcutaneously implanted in the flank
of a male Wistar rat. Three weeks later, a sample of TCF was obtained and
checked for sterility; 0.1 ml of saline solution containing §. aureus (0.2 % 10° to
2 x 10° CFU/ml) was then inoculated into the tissue cage. Three weeks after
inoculation (designated day 1), a sample of TCF was again recovered to quantify
the bacterial counts. A minimum of 10° CFU/ml was required to include the
sample in the therapeutic experiments; in all cases, each tissue cage was counted
separately. Animals were killed only if both tissue cages were not valid for further
use; thus, the rats used in the experiments had one or two valid tissue cages. The
mean of the bacterial inoculum from the TCF included at the beginning of
the experiments was 6.66 + (.88 log CFU/ml (mean *+ standard deviation). The
animals were treated intraperitoneally for 7 days, and 24 h after the last dose
(designated day 8), a sample of TCF was recovered and the bacterial counts were
quantified. To avoid carryover, we proceeded as indicated above.

The therapeutic groups received the following: rifampin at 25 mg'kg of body
weight/12 h, levofloxacin at 100 mg/kg/day, levofloxacin at 50 mg'kg/day, levo-
floxacin at 100 mg'kg/day plus rifampin, levofloxacin at 50 mgkg/day plus ri-
fampin, and a control treatment.

To investigate further the antimicrobial efficacy of high doses of levofloxacin
alone and in combination with rifampin, additional in vivo studies were per-
formed and treatment was continued for 14 days. We had previously analyvzed the
spontaneous evolution of experimental foreign-body infection in our animal
model and found a chronic and stable infection until day 35 after inoculation
(34). Thus, for these specific 14-day treatment experiments, TCF was obtained
on day 8, as indicated above, and then the animals received the next dose of
antibiotic and were treated for a further 7 days; no dose was missed. Twenty-four
hours after the last dose (designated day 15), TCF was again obtained to quantify
the bacterial counts, and finally, the animals were killed and the coverslips were
recovered from the tissue cages. The therapeutic groups included in these ex-
periments for the double evaluation of efficacy were limited to the groups
receiving levofloxacin at 100 mg/kg/day plus rifampin, levofloxacin at 100 mg/kg/
day alone, and the control treatment.

The differences in the bacterial counts from TCF samples at the beginning and
end of treatment were used as the criteria for therapeutic efficacy; thus, we
determined differences between the beginning and day & for all therapeutic
groups and also between the beginning and day 15 exclusively for the three
groups mentioned above. Once the rats had been killed at the end of 14 days of
therapy, the coverslips were removed and processed to quantify bacterial counts.

All the procedures used to process the TCFs and coverslips have been re-
ported to be harmless to the bacteria (9, 32) and have previously been described
in detail (34).

Pharmacokinetic studies. Before the therapeutic experiments, the antibiotic
dosages were selected according to pharmacokinetic and pharmacodynamic pa-
rameters by using the methodology described in detail in our previous work (34).
On the basis of previous data, we selected the dose whose pharmacodynamic
parameters in TCF were close to those in human serum (12, 43); area under the
concentration-time curve (AUC) values were adjusted for each antibiotic to
allow similar ratios of AUC/MIC in both animals and humans (7, 27, 37). Peak
and trough levels in TCF were determined on day 4 for each drug to check the
equilibrium test concentrations during treatment.

The levels of antibiotics were determined by a bioassay method (6) with
antibiotic medium 1 (Difco); thus, the free drug concentrations were used in all
cases to make the comparisons more accurate. The microorganisms used were
Escherichia coli ATCC 35218 for levofloxacin (lower limit of detection, 0.5 pg/ml;
for linearity of assay, ~ = 0.99) and Staphvlococcus epidermidis ATCC 27626 for
rifampin (lower limit of detection, 0.25 pg/ml; for linearity of assay, r* = 0.98).

All main pharmacokinetic and pharmacodynamic parameters determined for
the selected doses were published in our previous report (34). We noted that the
peak levels in TCEF, the trough levels in TCF, the AUC for serum, the AUC for
TCF, the AUC/MIC in TCF, and the maximum concentration (C ., )/MIC in
TCF were 12 mg/liter, 1.1 mg/liter, 106 pg - h/ml, 117 pg - h/ml, 234, and 24,
respectively, for levofloxacin at 100 mg//kg/day; 6 mg/liter, 0.6 mg/liter, 77 pg - h/f
ml, 68 pg « h/ml, 136, and 13, respectively, for levofloxacin at 50 mg/kg/day; and
6.6 mg/liter, 3.8 mg/liter, 277 pg - h/ml, 304 pg - h/ml, 20,260, and 440, respec-
tively, for rifampin.

For the combination of levofloxacin at 100 mg/day and rifampin, we deter-
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mined the C ., of levofloxacin after 4 days of therapy in order to screen for
potential interactions due to rifampin. The C,, was 11 mg/liter; thus, it did not
significantly differ from that obtained with levofloxacin at 100 mg/day alone.

Resistance to antimicrobial agents. All therapeutic groups were screened for
the development of levofloxacin and rifampin resistance at the end of therapy. In
all cases, 100 pl of TCF obtained directly and processed TCF from the coverslips
was cultured in plates containing 1 mg/liter of either levofloxacin or rifampin.
The results were expressed qualitatively as positive (with any macroscopic
growth) or negative (with no macroscopic growth) (limit of detection, 10
CFU/ml).

Statistical analysis. All bacterial counts are presented as log CFU/ml {means *
standard deviations). The data were found to be normally distributed when the
Kolmogorov-Smirnov test was applied. The differences in the bacterial counts for
the treated and the untreated animals were analyzed for statistical significance by
analysis of variance. An unpaired Student’s r test with the Bonferroni correction
was used to determine statistical significance. For all tests, differences were
considered statistically significant when P values were <0.05.

RESULTS

In vitro studies. The MICs of levofloxacin and rifampin in
the log phase were 0.5 and 1 pg/ml, respectively, and the MBCs
were 0.015 and 0.12 pg/ml, respectively. The MBCs of both
antibiotics in the stationary phase were 4 and =8 pg/ml, re-
spectively.

In the killing curve assays, levofloxacin proved to be bacte-
ricidal against both dividing and nondividing bacteria, although
higher concentrations were required in the stationary-phase
studies (8¢ MIC) than in the log-phase ones (2 MIC).

In vitro studies with rifampin alone yielded a wide range of
results in killing activity that were related to differences in the
inoculum size and the appearance of resistance during the
studies. Rifampin showed bactericidal activity (at concentra-
tions &% MIC) in the log phase, although a strictly adjusted
inoculum of 10° CFU/ml was required; in contrast, small in-
creases in inocula were associated with notorious decreases in
killing, which did not reach more than 3 log CFU/ml. Thus, the
MBC in the stationary phase, in which high inocula were
needed, was =8 pg/ml, yielding a high MBC/MIC ratio of 533.

The addition of rifampin to levofloxacin in the log phase
showed antagonism at levofloxacin concentrations as low as 2X
MIC. When subinhibitory concentrations of levofloxacin were
combined with rifampin, this antagonism was not seen. In
contrast, the combination of levofloxacin and rifampin in the
stationary phase showed an indifferent effect, although some
decrease in the efficacy (tending toward antagonism) was ob-
served when rifampin was added to levofloxacin at concentra-
tions higher than its MBC. Figure 1 shows the killing curves in
the log and stationary phases obtained with representative
concentrations of levofloxacin plus rifampin. Note that the
concentrations used in the stationary-phase studies were
higher than those used in the log-phase studies.

Animal studies. (i) Seven-day therapy. Ten rats were not
included because of inadequate bacterial counts. A total of 85
rats (170 tissue cages) were used, and among these rats, 7 rats
had only one valid tissue cage. There were no significant dif-
ferences between the groups in the bacterial counts from TCF
at the beginning of experiments; these counts (mean *+ stan-
dard deviation) were as follows: 6.9 = 0.8 log CFU/ml for
rifampin, 6.74 * (.89 log CFU/ml for levofloxacin at 100 mg/
kg/day, 6.4 + (.8 log CFU/ml for levofloxacin at 50 mg/kg/day,
6.74 =+ 1 log CFU/ml for levofloxacin at 100 mg/kg/day plus
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FIG. 1. Time-kill curves for strain in the log phase obtained with
subinhibitory and clinically available concentrations (pg/ml) (A) and in
the stationary phase obtained with the trough and peak concentrations
(B) in TCF of rats treated with levofloxacin (LVX) alone and in
combination with rifampin (RIF). Note that the levofloxacin concen-
trations used in the log-phase studies were lower than those used in the
stationary-phase studies. In the stationary-phase studies, the trough
concentrations of levofloxacin were equivalent to the subinhibitory
ones in the log phase, whereas two peak concentrations of levofloxacin
are represented as being equivalent to the peak levels of both dosages.
The antagonistic effect obtained with the combination of levofloxacin
and rifampin in the log phase was observed with levofloxacin at con-
centrations of 1 and 4 pg/ml (LVX 1 and LVX 4, respectively),
whereas the combination of levofloxacin at 12 pg/ml (LVX 12) and
rifampin in the stationary phase decreased the efficacy of levofloxacin
at 12 pg/ml alone by more than 1 log CFU/ml. Errors bars indicate
standard deviations; in some cases, the bars are smaller than the
symbols and so cannot be seen.

rifampin, 6.7 = 1 log CFU/ml for levofloxacin at 50 mg/kg/day
plus rifampin, and 6.8 * 0.8 log CFU/ml for the controls.

At the end of the therapy, the counts for all therapeutic
groups were better than those for the controls. Levofloxacin at

high doses was the best treatment; it was significantly better
than levofloxacin at 50 mg/kg/day (P < 0.03) and the combi-
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nations of levofloxacin at 50 mg/kg/day plus rifampin and levo-
floxacin at 100 mg/kg/day plus rifampin (P < 0.05). The counts
for the groups treated with rifampin alone did not show sig-
nificant differences compared with those for the two groups
treated with one of the levofloxacin doses plus rifampin.

Resistance to rifampin appeared in 90% of the rats treated
with rifampin alone, whereas no rifampin- or levofloxacin-
resistant strains appeared in the remaining groups.

A comparison of the final decreases in the log numbers of
CFU/ml between the groups is shown in Fig. 2.

(il) Fourteen-day therapy. At the end of 14 days of therapy,
the bacterial counts were 2.9 = 1.2 log CFU/ml for the group
treated with levofloxacin at 100 mg/kg/day (n = 21), 3.37 = 1.3
log CFU/ml for the group treated with levofloxacin at 100
mg/kg/day plus rifampin (r = 21), and 7.2 £ 0.6 log CFU/ml
for the control group (n = 15). Levofloxacin alone was more
active than levofloxacin in combination with rifampin, and the
final efficacy for both groups was higher than that at the end of
7 days of therapy. The differences in the decrease in TCF
bacterial counts (Fig. 2) between the two therapeutic groups
that included levofloxacin alone and in combination with ri-
fampin (0.5 log CFU/ml) were maintained over time, and levo-
floxacin alone was more active than levofloxacin in combina-
tion with rifampin, however; and probably because of the
smaller number of animals, the differences in efficacy at the
end of 14 days of therapy were not statistically significant. In
contrast, analysis of the bacterial counts from the coverslips
showed that the counts were significantly better for the group
treated with levofloxacin alone (P < 0.05); these counts were
2.24 + 1.3 log CFU/ml for the group treated with levofloxacin
at 100 mg/kg/day, 3.3 = 1.1 log CFU/ml for the group treated
with levofloxacin at 100 mg/kg/day plus rifampin, and 5.4 log
CFU/ml = 1 for the control group.

At the end of 14 days of therapy, there were no rifampin- or
levofloxacin-resistant strains in either TCF or coverslips.

DISCUSSION

The present study with a standardized rat model of S. aureus
foreign-body infection provides information on the compara-
tive efficacies of conventional and high doses of levofloxacin
alone, and it is the first to test the differences in activity when
both doses were combined with rifampin.

In our in vitro studies, we found that levofloxacin was bac-
tericidal against S. awreus in both the log and the stationary
phases, in agreement with the findings presented in previous
reports (19, 28, 31, 34). In contrast, the efficacy of rifampin
alone was greatly influenced by the inoculum size, as well as by
the emergence of resistant strains. While rifampin has gener-
ally been considered an antimicrobial that is bactericidal for S.
aureus (33, 38), contradictory results in this regard can often be
found in the literature (1, 9, 18, 25). In our stationary-phase
studies, where the presence of a high inoculum was needed,
rifampin showed a moderate Kkilling effect, but it was not
strictly bactericidal. The bactericidal activity of rifampin
against stationary-phase bacteria has been considered the basis
for its main role in the treatment of staphylococcal foreign-
body infections, although the MBC reported in the previous
studies was always relatively high (between 3 and 4 pg/ml),
with a very high stationary-phase MBC/MIC ratio (42, 47).
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FIG. 2. Between-group comparisons of the decreases in bacterial counts from TCF (mean log CFU/ml) at the end of 7 days and 14 days of
therapy. The n values represent the number of TCF samples and not the number of animals for each group. Note that the number of samples used
for the two groups treated with levofloxacin at 100 mg/kg/day and levofloxacin at 100 mg/kg/day plus rifampin for the studies with 7 days of therapy
was larger than that for the remaining therapeutic groups because the animals were maintained for a longer period. Differences in efficacy between
the two therapeutic groups were maintained over time, although the number of samples included in the study with 14 days of therapy was less than
that in the study with 7 days of therapy. Errors bars indicate standard deviations. Abbreviations and symbols: 7d, 7 days of therapy; 14d, 14 days
of therapy; LVX, levofloxacin; RIF, nfampin; CTRL, control; *, P << 0.05 versus the results for the control; ##, P << 0.05 versus the results for the
groups treated with levofloxacin at 50 mg/kg/day (LVX 50) plus rifampin and levofloxacin at 100 mg/kg/day (LVX 100) plus rifampin and P << 0.03
versus the results for the groups treated with levofloxacin at 50 mg/kg/day and the controls.

The in vitro activity of the combination of fluoroquinolones
plus rifampin, mainly in the log phase, is usually reported to be
antagonistic (22, 24, 26). The inhibition of RNA synthesis by
rifampin is responsible for abolishing the bactericidal killing
activities of quinolones, which is related to the activity against
DNA supercoiling (29, 30). However, the extent to which this
activity of rifampin affects the activities of newer fluoroquino-
lones and its efficacy against nongrowing bacteria is not yet well
known (21, 28). In this regard, Bahl et al. previously reported
how the combination of ciprofloxacin and rifampin showed
antagonism against growing S. aureus strains but only indiffer-
ence against nongrowing strains (1). In our study, it should be
noted that a decrease in the bactericidal activity of levofloxacin
was also observed when rifampin was added to high concen-
trations of levofloxacin (=8x MIC) in the stationary phase. In
contrast, levofloxacin did not antagonize the activity of ri-
fampin.

The clinical significance of the in vitro antagonism observed
for the combination of rifampin plus fluoroquinolones has
been of great concern. In fact, the combination of either cip-
rofloxacin or levofloxacin plus rifampin in animal models of
staphylococcal endocarditis has been reported to produce an
antagonistic effect (5, 24), whereas clinical studies have re-
ported that the combination of ciprofloxacin and rifampin has
beneficial effects (17). The combination of rifampin and cip-
rofloxacin or ofloxacin has demonstrated good efficacy in ab-
scess, osteomyelitis, and foreign-body infection models; and
accordingly, these combinations have been considered refer-

ence treatments for these human infections (2, 15, 16, 47, 49).
Currently, the use of high doses (750 to 1,000 mg/day) of

levofloxacin in combination with rifampin has been incorpo-
rated into clinical practice for the treatment of staphylococcal
orthopedic prosthetic infections (48), although very limited
information is available (3, 39). Thus, a recent study by Tram-
puz et al. described results similar to those previously reported
with the combination of rifampin and classical fluoroquinolo-
nes when rifampin and levofloxacin were used at very low doses
(Ciyaxs 0.97 pg/ml) in a guinea pig model of staphylococcal
foreign-body infection (42).

In the present study, we confirmed the high level of efficacy
of levofloxacin alone against staphylococci when it is used at
high doses and that it is the best therapy, as we reported
previously (34). The results obtained for the combined thera-
pies showed that they have different activities, depending on
the dose of levofloxacin used. While the addition of rifampin
was beneficial with conventional doses of levofloxacin (C .. 6
pg/ml; AUC, 68 pg - h/ml), as reported in classical studies of
fluoroquinolones plus rifampin (45, 47), the combination of
rifampin with high doses of levofloxacin (C ... 12 pg/ml; AUC,
117 pg - h/ml) diminished the efficacy of the most active treat-
ment, which was levofloxacin alone. The antagonistic effect of
adding rifampin to high doses of levofloxacin was observed in
TCF with treatment for the usual 7-day period and also in the
coverslips with treatment for the prolonged 14-day period. It
should be of interest that no differences in efficacy were found
between the combination of rifampin with a conventional dose
or a high dose of levofloxacin. With respect to the efficacy of
rifampin alone, both combination therapies protected against
the emergence of resistance, and no significant differences in
final efficacies were noticed. Furthermore, no strains resistant



VoL. 52, 2008

to levofloxacin or rifampin were detected by use of this 14-day
treatment period, supporting the good safety profile against
resistance development achieved with levofloxacin (13, 20), in
contrast to that observed for classical quinolones (i.e., cipro-
floxacin) (23). While some interaction between moxifloxacin
and rifampin has been reported anecdotally (36), quinolone
concentrations are not significantly altered by the addition of
rifampin (41), as we noticed for the particular case of levo-
floxacin.

In conclusion, because of treatment efficacy and the safety
profile against staphylococcal resistance, our results provide
strong support for the potential use of levofloxacin at high
doses alone as treatment for foreign-body infections. The clin-
ical relevance of the antagonistic effect of adding rifampin in
this setting should be further evaluated in patients receiving
long-term therapy because of osteoarticular device infections.
When use of the rifampin-levofioxacin combination is consid-
ered, the use of a high dosage of levofloxacin seems to offer a
nonsignificant contribution to the efficacy of the combined
therapy.
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OBJETIVO QUINTO.

Estudiar la eficacia del linezolid solo v en combinaciéon con rifampicina en la

infeccidn estafilocdcica de cuerpo extrafio.

Articulo 1. O. Murillo, A. Domenech, A. Garcia, F. Tubau, C. Cabellos, F. Gudiol, J.
Ariza. "Efficacy of high doses of levofloxacin in experimental foreign-body infection by
methicillin-susceptible S. aureus." Antimicrobial Agents and Chemotherapy 2006;
50:4011-4017.

Articulo 5. O. Murillo, A. Doménech, G. Euba, R. Verdaguer, F. Tubau, J. Cabo, C.
Cabellos, F. Gudiol, J. Ariza. “Efficacy of linezolid alone and in combination with rifampin in

staphylococcal experimental foreign-body infection.” Journal of Infection 2008; 57:229-235.

La eficacia de linezolid en solitario fue evaluada frente a otros tratamientos
antiestafilocdcicos de referencia; estos resultados se mostraron en el Articulo 1 y han
sido expuestos anteriormente al abordar el objetivo 2. Por su parte, los resultados de la
combinacién de linezolid con rifampicina conforman la parte central del Articulo 5 en
el que se comparo su eficacia frente a la de cloxacilina, en solitario y en combinacion
con rifampicina, y frente a la de rifampicina en solitario después de un tratamiento de 7

y 10 dias de duracidn.

En los estudios in vitro mediante curvas de letalidad (Figura V.19), la
combinacion de linezolid con rifampicina mostré un efecto indiferente tanto en fase
exponencial como estacionaria. Rifampicina tuvo un claro efecto de antagonismo sobre

cloxacilina en fase exponencial, mientras que en fase estacionaria fue indiferente.
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Figura V.19. Curvas de letalidad en fase exponencial (A) y estacionaria
(B) con linezolid (LZD) y cloxacilina (OXA) en solitario y en combinacién
con rifampicina (RIF). En fase exponencial se muestran concentraciones
(ug/ml) subinhibitorias y clinicamente alcanzables, mientras en fase
estacionaria se representan las concentraciones pico y valle en el liquido
de las cajas.

En el modelo in vivo después de 7 dias de tratamiento (Figura V.20), los
tratamientos en monoterapia (cloxacilina y linezolid) fueron los menos eficaces siendo
linezolid en solitario significativamente menos activo que rifampicina en monoterapia
y que los dos tratamientos de combinaciones. La asociacion de linezolid con
rifampicina no mostré un efecto antagdnico in vivo y present6é una eficacia similar a
rifampicina en solitario con la que se desarrolld resistencia. Después de 10 dias de
tratamiento la combinacion de linezolid y rifampicina (en la que no aparecieron cepas
resistentes) fue la terapia mas efectiva, seguida de linezolid en solitario y ambas fueron
mejores de forma estadisticamente significativa a rifampicina en solitario en la que el

100% de las bacterias presentaron resistencia. De esta manera se puso de manifiesto la
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eficacia conseguida por la terapia de combinacion y su efecto de proteccidn frente al

desarrollo de resistencias a rifampicina (Figura V.21).

W Control ELZD-RIF EIRIF NLZD M OXA-RIF EH OXA

0.33
(n 28)

log cfu/ml

-1,5 A

-0.59*

-1.14**

251 (n 34)

-1.22%
(n 32)

(n 24) J -0,85%
(n 18)

-1.30%*

(n 19)

Figura V.20. Comparacion entre grupos terapéuticos de los descensos
de recuentos bacterianos en el liquido de las cajas (media de log
UCF/ml + desviacion estandar) al final del tratamiento de 7 dias. Entre
paréntesis se muestra el nimero de muestras de liquido de las cajas
que es mayor para los grupos de linezolid (LZD) y rifampicina (RIF) en
solitario y en combinaciéon que para los de cloxacilina (OXA), porque
algunos animales fueron tratados hasta los 10 dias. * P < 0.05 vs

controles; ** P <0.05 vs controles y LZD.
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Figura V.21. Evolucién de los recuentos bacterianos del liquido de las

cajas a lo largo del tiempo (7 y 10 dias). Se puede apreciar la total
ineficacia de rifampicina al final del tratamiento de 10 dias. P < 0.05
indica el aumento significativo de la eficacia con el tiempo (ANCOVA).
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staphylococcal experimental foreign-body infection.” Journal of Infection 2008; 57:229-235.
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Linezolid; a rat model of foreign-body infection by methicillin-susceptible S. aureus.

Rifampin; Methods: In vitro studies for logarithmic and stationary bacteria were performed. In vivo
S. aureus; efficacy (decrease in bacterial counts in tissue cage fluid) was evaluated at: (i) after 7-day
Animal models therapy (groups: linezolid, cloxacillin, rifampin, linezolid—rifampin and cloxacillin—rifampin);

and (ii) after 10-day therapy (groups: rifampin and linezolid—rifampin).

Results: After 7-day therapy all groups were significantly better than controls; linezolid
(Alog cfu/ml: —0.59, no resistant strains) and cloxacillin (—0.85) were the least effective ther-
apy; linezolid was significantly less active (P < 0.05) than rifampin (—1.22, resistance 90%),
cloxacillin—rifampin (—1.3) and linezolid—rifampin (—1.14). After 10-day therapy linezolid—
rifampin was the most effective treatment (Alog —1.44, no resistance, P < 0.05); in contrast,
rifampin resulted ineffective (Alog 0.1) due to the growth of resistant strains (100%).
Conclusions: Linezolid alone showed moderate efficacy, whereas its combination with rifampin
prevented the emergence of rifampin resistance. The efficacy of linezolid—rifampin combination
was initially similar to that of rifampin alone, but in contrast to rifampin, it increased over time
revealing the impact of protection against rifampin resistance and the benefits of rifampin activity.
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Introduction

The efficacy of antibiotic therapy in orthopedic prosthetic
infections is limited by the presence of bacterial adherence
and biofilms."™® Those cases in which arthroplasty reten-
tion may be tried pose the greatest challenge for the
antimicrobial activity of antibiotics.* In the context of
staphylococcal infections, the role of rifampin is generally
recognized,” "’ but the fact that resistance rapidly develops
if it is administered alone makes it essential to use combi-
nations with other antibiotics.®® Although good results
have been reported using the prolonged combination of
oral rifampin and fluoroquinolones, the treatment may
sometimes fail.>'%'" In addition, the progressive appear-
ance of staphylococcal multi-resistance is generating
increasing problems in this therapeutic approach.

One of the new drugs recently developed with good
activity against gram-positive bacteria is linezolid, an
oxazolidinone with excellent oral bioavailability and whose
antimicrobial spectrum includes both methicillin-
susceptible and -resistant Staphylococcus aureus and coag-
ulase negative Staphylococcus sp. It thus appears to be
a promising drug for these infections and is already recom-
mended in some clinical situations,'? although reports of
its efficacy against staphylococcal orthopedic prosthetic
infections when given alone and in combination with rifam-
pin are limited to a few case studies.’>

The animal model of foreign-body infection has been
widely used and has provided relevant data about the
efficacy of several antibiotics, alone and in combination,
which may be applied to the treatment of human prosthetic
infections.'””~2° It includes bacterial populations attached
to cover-slips forming a biofilm and others directly de-
tached from them in the tissue cage fluid. Both populations
are highly resistant to antibiotics?, and the activity of anti-
biotics diminishes in parallel both bacterial populations.'”
Using such a rat model, we recently reported the in vivo
efficacy of different drugs, including linezolid, alone
against methicillin-susceptible S. aureus.?' While linezolid
is usually considered an alternative therapy against
methicillin-resistant S. aureus, the limited information
available on its efficacy in device infections prompted us
to further study its antistaphylococcal activity in general
in our developed model of foreign-body infection by meth-
icillin-susceptible S. aureus. The present study aims to de-
scribe in greater detail the efficacy of linezolid alone and
particularly in combination with rifampin in this setting us-
ing cloxacillin as a comparative standard of reference
among antistaphylococcal drugs.

Materials and methods

Microorganism and determination of MICs and MBCs

We used a methicillin-susceptible S. aureus strain (ATCC
29213) that was susceptible to all antibiotics tested. The
MIC using inoculum in the log-phase of growth and the
MBC were determined according to standard recommenda-
tions.?2 The MBCs in the stationary-phase were also deter-
mined using bacteria which were recovered from an
overnight culture in TSB (Tripticase soy broth) and then

resuspended in a nutrient-restricted medium (PBS +1%
glucose +4% MHB) that ensured a non-growing bacterial
state. The methodology used was described in detail in
our previous study.?’

In vitro time-kill curves

Time-kill curves to test bactericidal activities were drawn
against bacteria in the exponential- and stationary-phases
of growth. In vitro studies in the log-phase were carried out
following standard recommendations??; the antibiotic con-
centrations tested were multiples of the MIC (0.5x—512x
MIC), according to the drug used.

The methodology used in the stationary-phase studies
was previously shown to be a reliable method to predict in
vivo antimicrobial activity in foreign-body infections.?' We
used bacteria in the stationary-phase, which were obtained
as indicated above and resuspended in a nutrient-restricted
medium. The prefixed concentrations of antibiotic tested in
these studies were equivalent to peak and trough levels in
tissue cage fluids (TCF); the concentrations (ug/ml) tested
were 32 and 4 for cloxacillin; 16 and 2 for linezolid; 8 and 4
for rifampin and their respective combinations. To investi-
gate possible synergy between combinations of two antibi-
otics, we also tested subinhibitory concentrations of drugs
(0.5x MIC).

For both experiments (log and stationary-phases), bac-
tericidal activity was defined as a >3 log10 decrease in the
initial inoculum in cfu/ml at 24 h. The results of combina-
tion were compared with the most active single drug; syn-
ergy, indifference and antagonism were then defined as
a >2 log increase in killing, <1 log change (increase or de-
crease) in killing and >2 log decrease in Kkilling,
respectively.

To avoid carry-over antimicrobial agent interference,
the sample was placed on the plate in a single streak down
the center and allowed to absorb into the agar until the
plate surface appeared dry; the inoculum was then spread
over the plate.

Antimicrobial agents

For in vitro studies the purified powder of antibiotic was
resuspended according to laboratory recommendations. For
in vivo experiments the commercialized products were
used, the necessary dilutions being performed to achieve
a final volume that could be administered to animals. All
antibiotics were supplied by their respective laboratories:
rifampin (Aventis Pharma, Madrid, Spain), linezolid (Pfizer,
Madrid, Spain) and cloxacillin (Normon, Madrid, Spain).

In vivo experiments

Animal model
The study was previously approved by the Ethical Commit-
tee for Animal Experiments at the University of Barcelona.
The animal model used was based on the model
described by Lucet et al.,"” with minimal modifications.
We have previously developed and standardized such
a model and all the methodology is described in detail in
our previous study.?' In brief, male Wistar rats (weight
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220—250 g at the beginning of experiments) were used. Two
multiperforated Teflon tissue cages (internal and external
diameter of 10 and 12 mm, respectively; length 32 mm)
containing two polymethyl methacrylate cover slips
(7 x 7 x 1 mm) were subcutaneously implanted in each
flank of the rats. Three weeks later, TCF was checked for
sterility and infected with 0.1 ml of S. aureus. After
3 weeks (designated as day 1) TCF was percutaneously ob-
tained to perform bacterial counts; those with fewer than
10° cfu/ml were excluded. Animals were then randomized
to be treated for 7 days or to be left untreated; 12—24 h
after the end of therapy (designated as day 8) TCF was
again obtained to quantify bacterial counts. Differences
in bacterial counts (expressed as log cfu/ml) between the
beginning and end of therapy were considered as the crite-
ria of efficacy.

The therapeutic groups used were as follows: linezolid
(35 mg/kg/12 h), rifampin (25 mg/kg/12 h), linezolid plus
rifampin, cloxacillin (200 mg/kg/12 h), cloxacillin plus
rifampin and controls. Based on previous studies we
selected doses that allowed pharmacodynamic values in
TCF close to those achieved in human serum (see below).

To investigate further the antimicrobial efficacy of
linezolid in combination with rifampin and to yield more
information about this combined therapy against device
infections, additional in vivo studies were performed,
maintaining the treatment for 10days. In this way, we
had previously analysed the spontaneous evolution of
experimental foreign-body infection in our animal model,
showing a chronic and stable infection until day 35 after in-
oculation,?' whereas Lucet et al. reported the maintenance
of infection for as long as 4 months after inoculation."’
Moreover, therapy had been administered for more than
7 days, just as Chuard et al. previously noted when they
maintained treatments for 21days.'® Thus, for these
specific 10-day treatment experiments, TCF was obtained
at day 8, as indicated above, and animals were treated
for 3 days more; 24 h after the last dose (designated as
day 11) TCF was again obtained to quantify bacterial counts
and, finally, animals were sacrificed and cover slips recov-
ered from tissue cages. Differences in counts between the
beginning and days 8 and 11, respectively, were calculated
and used as the criteria of efficacy. The therapeutic groups
included in these experiments with double evaluation of
efficacy were limited to linezolid plus rifampin, rifampin
alone and controls.

Process of TCF and cover slips
The processing schedules were performed according to
previous reports as being harmless for bacteria.?”'” Prior
to culturing TCF samples they were sonicated
(150 W x 1 min; Afora, Madrid, Spain) to disrupt bacterial
clumps, and 100 pl of the sonicated fluids and their 10-
fold dilutions were then plated on TSA with 5% sheep blood
plates for 48 h at 37 °C; to avoid any carry-over antimicro-
bial effect we proceeded as described above in kill-curves.
Cover slips aseptically recovered from tissue cages were
rinsed three times in 1 ml of phosphate buffered saline
(PBS). They were then incubated in 1 ml of PBS with trypsin
(6 U/ml; Sigma, Madrid, Spain) for 20 min at 37 °C and,
finally, the remaining PBS was sonicated to recover adher-
ent bacteria.

Pharmacokinetic studies

The pharmacokinetic studies were performed prior to
therapeutic experiments to select the appropriate doses
of each antibiotic. All the methodology used has been
reported elsewhere.?' In brief, a single weight-adjusted
dose of antibiotic was administered to a group of healthy
animals, before obtaining samples of blood and TCF by car-
diac and percutaneous puncture, respectively, at several
time-points (after 1, 2, 3, 4, 8, 12 and 24 h, according to
the drug). A minimum of four samples for each time-point
and six time-points for each antibiotic were required.

The pharmocokinetic—pharmacodynamic (PK—PD) pa-
rameters determined were as follows: peak concentration
(Cmax), area under the curve over 24 h (AUC), the time the
drug concentration remained above the MIC (fT-c), AUC/
MIC and Cmax/MIC. Based on previous knowledge,?* 2% we
selected the dose of antibiotic achieving PD parameters in
TCF equivalent to those obtained in human serum for the
conventional doses. In all cases free-drug concentrations
were determined using a bioassay method to make compari-
sons more accurately. To check the equilibrium concentra-
tion achieved, peak and trough levels were determined in
TCF on day 4 of therapy.

All PK—PD parameters for the antibiotics used have been
previously reported:?' the peak and trough concentrations
(ug/ml) in TCF were 43 and 3.8 for cloxacillin, 17.5 and
2.6 for linezolid, and 6.6 and 3.8 for rifampin, respectively.

Resistance to antimicrobial agents

Development of resistance at the end of therapy was
screened in TCF and cover slips for those therapeutic
groups including rifampin or linezolid. Samples were
cultured on agar plates containing 4 mg/L of linezolid or
1 mg/L of rifampin. Results were expressed qualitatively
as positive (with any macroscopic growth) or negative
(with no growth).

Statistical analysis

All bacterial counts are presented as log cfu/ml (means +
standard deviation). Data were found to be normally dis-
tributed when applying the Kolmogorov—Smirnov test.
Analysis of variance (ANOVA) and Scheffe’s correction
were used to compare differences between groups in
bacterial counts. Analysis of co-variance (ANCOVA) was
used to compare differences between bacterial counts for
a specific treatment at days 8 and 11. For all tests, differ-
ences were considered statistically significant when
p values were <0.05.

Results

In vitro studies

The MICs (ug/ml) and MBCs (ug/ml) in the exponential-
phase and the MBCs for the stationary-phase for each
antibiotic were, respectively, as follows: 4, 64, >256 for
linezolid; 0.5, 1, >256 for cloxacillin; and 0.015, 0.12 and
>8 for rifampin.
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Kill curves with the most representative combinations
are shown in Fig. 1. The concentrations of antibiotics (ng/ml)
selected for the log-phase kill-curves were those repre-
senting subinhibitory and clinically achievable levels
greater than the MIC (0.25, 2 for cloxacillin and 16, 2 for
linezolid, respectively), while for the stationary-phase
studies the concentrations used were equivalent to peak
and trough levels in TCF (32, 4 for cloxacillin and 16, 2
for linezolid, respectively). In all cases these concentra-
tions are represented in combination with peak levels of
rifampin (8 ug/ml).

Time-kill curves for linezolid alone at concentrations
equivalent to peak levels showed bacteriostatic activity
against bacteria in the stationary-phase; the addition of
clinically achievable doses of rifampin resulted in an
indifference effect and did not reach bactericidal activity.
Similarly, log-phase studies showed a bacteriostatic effect
using linezolid alone and indifference with combinations.

The combinations of cloxacillin and rifampin in the
stationary-phase studies proved indifferent and showed
bacteriostatic activity (even at peak levels for both antibi-
otics). On the other hand, cloxacillin alone in log-phase
experiments reached bactericidal activity (even at lower
concentration such as 2x MIC), whereas the addition of
rifampin produced an antagonism effect.

Rifampin alone in the stationary-phase finally reached
little or no activity due to regrowth after 8 h, which was not
observed when combinations were tested. The addition of
subinhibitory concentrations of linezolid and cloxacillin to
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—0-LZD 2+ RIF 8

—&-LZD 16
—-RIF 8

—A—LZD 16+ RIF 8

rifampin (at therapeutic doses) did not achieve bactericidal
activity in either the log- or stationary-phase studies;
however, these combinations did tend to show synergism.

Animal studies

Evaluation of 7-day therapy

A total of 90 rats (180 tissue cages) were used in the
experiments. There were no statistical differences in
bacterial counts at day 1 between several therapeutic
groups; these initial quantitative counts in TCF (mean log
cfu/ml +SD) were as follows: 6.52+0.77 (linezolid),
6.79 =1 (cloxacillin), 6.76 = 0.86 (rifampin), 6.51 +0.72
(linezolid plus rifampin), 6.47 &+ 0.94 (cloxacillin plus rifam-
pin) and 6.77 4+ 0.76 (controls). At the end of 7-day therapy
all therapies proved better than controls (P < 0.05); the
final decreases in bacterial counts from TCF (mean log
cfu/ml &+ SD) were as follows: —0.59 +0.9 (linezolid),
—0.85 £ 1 (cloxacillin), —1.22 4+ 1.3 (rifampin), —1.14 £ 1
(linezolid plus rifampin), —1.3 4+ 0.9 (cloxacillin plus rifam-
pin) and 0.33 £ 0.9 (controls). Linezolid and cloxacillin
alone were the least effective treatments; linezolid alone
was significantly (P < 0.05) less active than rifampin alone,
linezolid—rifampin and cloxacillin—rifampin (unpaired
Student’s T-test was used because of differences in the
number of samples between groups). Cloxacillin—rifampin
was better than cloxacillin alone, although it did not reach
statistical significance (probably because the less number
of samples). Finally, there were no statistical differences
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between rifampin alone and both combined therapies.
A comparison of final efficacy at the end of therapy is
shown in Fig. 2.

Screening of resistance was performed in bacteria re-
covered from TCF and cover-slips; it showed no rifampin-
resistant strains in any combined therapy (whether
linezolid or cloxacillin), whereas resistance was observed
in 90% of cases of rifampin alone. Linezolid resistance was
not observed.

Evaluation of 10-day therapy

The final decreases in bacterial counts at the end of 10-day
therapy (mean log cfu/ml & SD) were —1.44 + 1.1 (linezolid
plus rifampin, n = 20), 0.1 &£ 1.1 (rifampin, n = 18) and
0.4+ 0.8 (controls, n = 18). Linezolid in combination
with rifampin proved better than controls and rifampin
alone (P < 0.05, ANOVA). The efficacy of linezolid in combi-
nation with rifampin significantly increased over time
(P < 0.05, ANCOVA), a finding which was not observed for
rifampin alone. The evolution of bacterial counts over
time is represented in Fig. 3.

Rifampin resistance was not observed, either in TCF or in
cover-slips, when used in combination with linezolid,
whereas it was detected in 100% of cases in the rifampin-
alone group. Linezolid-resistant strains were not detected.

Discussion

This study tests the in vitro and in vivo antimicrobial
efficacy of linezolid alone and in combination with rifampin
in a rat model of foreign-body infection by methicillin-
susceptible S. aureus using cloxacillin as a comparative
standard of reference among antisatphylococcal drugs.
The results provide information that may be useful in treat-
ing patients with staphylococcal orthopedic prosthetic or
other biomaterial-associated infections.

While in vitro studies are usually performed against
bacteria in the log-phase, experiments using bacteria in the
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Figure 2 Comparison of decreases in log cfu/ml (mean) from
TCF between groups at the end of 7-day therapy. Errors bars in-
dicate standard deviations. The number of tissue cages is
shown in square brackets. Abbreviations: OXA, cloxacillin;
LZD, linezolid; RIF, rifampin. *P < 0.05 versus control;
**P < 0.05 versus control and LZD.
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Figure 3  Evolution of bacterial counts (log cfu/ml) from TCF

over time. Abbreviations: OXA, cloxacillin; LZD, linezolid; RIF,
rifampin. P < 0.05 indicates significantly increases over time
(ANCOVA).

stationary-phase could be more reliable as regards antimi-
crobial efficacy in foreign-body infections, since both these
in vitro non-growing and biofilm bacteria express tolerance
to antimicrobials. We previously standardized stationary-
phase in vitro studies and reported good results, correlating
them to those obtained in vivo in a rat model.?" In the pres-
ent study, in vitro experiments were performed against
bacteria in both the log and stationary-phases. One of the
findings of note is the differences observed for combina-
tions of cloxacillin plus rifampin, which showed antagonism
in the log-phase and indifference in the stationary-phase
studies. However, the combination of linezolid and rifampin
showed indifference in both phases and no antagonism for
any combination of different antibiotic concentrations;
these results agree with those reported in previous studies,
although these were usually performed against bacteria in
the log-phase.?’~2° Neither the combination of linezolid
plus rifampin nor cloxacillin plus rifampin achieved bacteri-
cidal activity against non-growing bacteria. Although the
study of development of rifampin resistance was not the
aim of the in vitro experiments, we did not observe macro-
scopic bacterial growth at the end of 24-h kill curves using
linezolid plus rifampin, whereas this did appear when using
rifampin alone. This could support the protection against
rifampin resistance offered by linezolid, as previously
reported.?’-28

The fact that linezolid can be orally administered could
be an advantage in treating orthopedic prosthetic infec-
tions due to the need for long-term therapies. However,
despite these potential benefits, reports of the efficacy of
linezolid alone and in combination with rifampin against
prosthetic infections are limited to a few case studies.'>~"®
The animal model used in this study has proved to be a reli-
able method in mimicking foreign-body infection. To our
knowledge, the combination of linezolid and rifampin in
this setting had not yet been tested, whereas the efficacy
of linezolid alone against methicillin-susceptible S. aureus
was previously reported by our group in comparison with
other antistaphylococcal drugs.?' In that study, linezolid
alone was the poorest active treatment and we concluded
that it could be more useful in the context of multidrug re-
sistant S. aureus infections, when few alternative therapies
exist.
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In the present study we confirmed that while all thera-
peutic groups were significantly more efficacious than
controls, monotherapies with linezolid and cloxacillin alone
were the least effective therapies. Linezolid was significantly
worse than rifampin alone and rifampin combinations;
however, the combination of linezolid plus rifampin for
7 days proved to be as efficacious as rifampin alone and the
combination of cloxacillin and rifampin, the latter could be
considered as a standard of reference among antistaphylo-
coccal combined therapies including rifampin. The combina-
tion cloxacillin—rifampin tended to be more effective than
cloxacillin alone, but it did not reach statistical significance
probably due to the less number of samples used. Overall,
the most important finding obtained with combined thera-
pies, whether linezolid—rifampin or cloxacillin—rifampin,
was protection against the emergence of resistant strains;
thus, given the key role of rifampin against device infection
the benefits of such resistance prevention might be of partic-
ular interest.

Therapeutic experiments with the rat tissue cage model
of foreign-body infection have previously been used to
reveal the progressive effects of therapies, and have shown
that in some cases they remained curative when main-
tained for 3 weeks.'® Here we carried out treatment for
10 days in order to test the efficacy reached by linezolid
in combination with rifampin and to evaluate better the
protection offered by this combination against the emer-
gence of rifampin-resistant strains. At this time (10 days),
the protective effect against the development of rifampin
resistance was clearly observable; the combination was
the most active therapy and no resistance appeared (nei-
ther for rifampin nor linezolid), in contrast to what occurs
with rifampin alone. While at the end of 7-day therapy
the appearance of up to 90% of resistant strains when using
rifampin alone had no obvious effects on the antimicrobial
efficacy of the schedule, after 10 days of treatment the
growth of this resistant population led to its total ineffec-
tiveness. In addition, the evaluation of efficacy over time,
comparing the results obtained at the end of 7- and
10-day therapies, showed a progressive and significant in-
crease for linezolid-plus-rifampin.

We conclude that linezolid alone showed only moderate
efficacy, as well as that of cloxacillin alone, in this model of
foreign-body infection by S. aureus, whereas its combina-
tion with rifampin was shown to prevent the emergence
of rifampin resistance. The efficacy of this combination
was similar to that of rifampin alone during the first days
of therapy, but in contrast to rifampin alone it increased
over time, thus revealing its ability to protect against the
development of resistance and maintain the benefits of
rifampin activity against staphylococcal device infections.
The efficacy of linezolid and rifampin in comparison with
other combined therapies should be further evaluated ac-
cording to the alternative therapies for the staphylococcal
strain responsible of the foreign-body infection.
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VI. DISCUSION

1. Modelo de infeccidon de cuerpo extraio por S. aureus meticilin sensible en ratas.

El modelo de infeccién de cuerpo extrafio con cajas de Teflén habia sido
ampliamente utilizado en ratas y cobayas (60;70); nosotros elegimos estandarizar un
modelo de infeccion en la rata, ya que permitia tratamientos mas prolongados y
nuestro objetivo era el estudio de la eficacia de la antibioterapia como una
aproximacién a la problemadtica clinica del tratamiento de la infeccion de proétesis
articular. Se trata de un modelo que reproduce adecuadamente las principales
caracteristicas de la infeccion de proétesis articular como son la tolerancia a los
antibidticos y el desarrollo de un biofilm con bacterias adheridas a una superficie
artificial. Asimismo, el modelo en ratas produce una infeccidon crénica que se mantiene
con recuentos bacterianos estables en el tiempo (mas alld de 6 semanas segiin nuestra
propia experiencia y hasta 4 meses segun otros autores), con un importante
componente inflamatorio que lo asemeja a una infeccién purulenta asociada a cuerpo
extrano (60). La seleccion de la dosis de antibidtico a administrar en los animales es un
aspecto fundamental en estudios experimentales de eficacia ya que se pretende
extrapolar los resultados obtenidos al &mbito humano (74;84). En nuestro caso con los
estudios de farmacocinética-farmacodinamica (PK-PD) en los animales buscamos
reproducir siempre la dosificacion utilizada en la practica clinica y no otras que
representaran dosis no alcanzables en humanos. La particularidad de nuestro modelo
animal reside en la existencia de dos compartimentos (intravascular y local en el
liquido de las cajas) en los que se pueden realizar estudios de PK-PD, lo que permite
evaluar la farmacodindmica de la antibioterapia in situ y su actividad en el lugar de la
infeccion de cuerpo extrafio. La relacion de la farmacocinética en ambos
compartimentos y el hecho de que las concentraciones de antibiotico en el liquido de
las cajas se eliminen mas lentamente que en suero, permite una dosificacion mas
espaciada que viene determinada por estas concentraciones locales (74;82-84); en
particular todos los antibidticos pudieron ser administrados cada 12 o 24 horas lo cual

supone una ventaja al llevar a cabo un modelo basado en tratamientos de larga
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duracion. La eficacia obtenida con cualquiera de las pautas de antibioterapia tras una
semana de administracién fue relativamente reducida, e inclusive tras 2 semanas de
prolongacion, nunca observamos una erradicacion de la infeccion. Esta exigente
particularidad del modelo condicion6 una mayor dificultad para objetivar diferencias
significativas entre los diferentes grupos terapéuticos y la necesidad de incluir un
importante numero de muestras en cada uno de ellos. La larga duracion del
experimento terapéutico, 7 u 8 semanas desde la implantacion inicial de las cajas de
Teflon hasta el final del tratamiento antibidtico, condicion6 también una pérdida no
despreciable de muestras inicialmente validas (alrededor de un 20%) debido a la
expulsion espontanea por fistulizacion de las cajas. Evaluado en su conjunto, el modelo
mostr6 una gran reproducibilidad y la ventaja de proporcionar una infeccién de cuerpo
extrafio mantenida en el tiempo, si bien su realizaciéon comporté un costoso trabajo por
la larga duracion del experimento y su rentabilidad se vio limitada por la dificultad
para documentar las diferencias de eficacia entre las diversas pautas terapéuticas.

Otro elemento destacable del modelo es su importante componente
inflamatorio-purulento, en cierto modo indicativo del papel destacado que comporta el
fracaso de las células fagociticas, funcionalmente deficientes en contacto con el cuerpo
extrafio, en el mantenimiento de estas infecciones (22;39). En nuestros experimentos,
fue muy destacable el gran niimero de células fagociticas presentes en el liquido de las
cajas, con un elevado porcentaje de bacterias en su interior respecto del total de indculo
bacteriano. Ello sugirié que la eficacia de una pauta antibidtica determinada podria
depender en gran parte de su actividad a nivel intracelular. De esta forma,
consideramos que nuestro modelo evalud concomitantemente la eficacia antibiotica
frente a bacterias incluidas en el biofilm y en contacto con el cuerpo extrano (con
metabolismo minimo y tolerancia antibidtica) y frente a bacterias intracelulares que
igualmente pueden expresar tolerancia y ser mas dificiles de erradicar por las
dificultades de alcanzar concentraciones eficaces de antibidtico en esta localizacion.

La evaluacion del desarrollo de resistencias a los antibidticos durante el
tratamiento es otro aspecto importante de estudio en las enfermedades infecciosas. En
este sentido, el modelo permite analizar dos poblaciones bacterianas recuperadas

localmente del lugar de la infeccion de cuerpo extrano: las adheridas a la pieza de
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metacrilato y las del liquido inflamatorio en contacto con ella. Una vez obtenidas las
bacterias ex vivo expuestas al antibidtico durante dias, se procedi6 a la deteccién de
cepas resistentes mediante placas de cultivo con antibiotico y al estudio de
subpoblaciones resistentes.

En definitiva, se trata de un modelo muy exigente, tanto en su ejecucién como
en la evaluacién de sus resultados, que reproduce adecuadamente una infeccion de
cuerpo extrano con un importante componente inflamatorio-purulento asociado,

emulando las infecciones crdonicas de protesis articular.

2. Eficacia de diversos antibioticos como monoterapia de la infeccion experimental

de cuerpo extraio. Correlacion de los resultados in vitro — in vivo.

La actividad de los antibioticos fue evaluada in vitro en fase exponencial y
estacionaria de crecimiento; mientras que los estudios en fase exponencial se
encuentran bien estandarizados (76), los de fase estacionaria no tienen una
metodologia establecida asi que optamos por utilizar un método ya descrito que nos
permitio la reproducibilidad de esta fase y la expresion de tolerancia antibidtica (32).
Con estos experimentos in vitro observamos la actividad bactericida en fase
exponencial de todos los antibidticos a concentraciones clinicamente alcanzables
excepto para linezolid, mientras que en fase estacionaria unicamente las
fluoroquinolonas, levofloxacino y moxifloxacino, mostraron un efecto bactericida
aunque necesitaron concentraciones mayores. Especialmente detallados fueron los
estudios realizados con rifampicina en los que observamos que su actividad final se
mostrd claramente disminuida por la presencia de indculos elevados y por el
desarrollo de resistencias durante el estudio. Asi, obtuvimos tnicamente actividad
bactericida en fase exponencial con indculos ajustados a 5x10° UFC/ml, pero no en fase
estacionaria con la metodologia usada (con indculos altos). Estos hallazgos fueron
confirmados en estudios realizados con otras cepas de S. aureus en los que observamos
resultados similares, que evidenciaron que se trataba de un efecto genérico y no

particular con nuestra cepa de estudio.
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En los estudios animales analizamos la eficacia in wvivo de cloxacilina,
vancomicina, linezolid, rifampicina, levofloxacino y moxifloxacino; las dosificaciones
utilizadas en todos los casos fueron equivalentes a dosis convencionales en humanos.
Para ambas fluoroquinolonas se reprodujeron ademads dosis altas; asi, en el caso de
levofloxacino fueron equivalentes a 500 mg/d y 750-1000 mg/d en humanos
(recientemente recomendadas para el tratamiento de las infecciones de protesis
articular) y para moxifloxacino correspondieron a 400 mg/d y 800 mg/d. Levofloxacino
a altas dosis fue el tratamiento mas eficaz y ello se correlaciond con un pardmetro
farmacodindmico de AUC/CMI = 234, mucho mayor del obtenido con las dosis
convencionales, AUC/CMI = 136. Moxifloxacino, que proporcioné mayores cocientes
AUC/CMI que levofloxacino, no consiguid mejorar la eficacia tal como se comentara
mas adelante con mayor detenimiento. La importancia de esta gran actividad
antiestafilocdcica de levofloxacino a altas dosis se resalta al sefialar que fue similar a la
obtenida con rifampicina, considerado el antibiotico de referencia en la infeccion
estafilococica de proétesis articular. Por su parte, cloxacilina y vancomicina, los
antibidticos bactericidas de referencia frente a S. aureus sensible y resistente a meticilina
respectivamente, consiguieron una eficacia menor que rifampicina y levofloxacino a
altas dosis. Estos resultados son acordes con lo conocido previamente y reflejan la
menor eficacia de los antibidticos que acttian sobre la pared bacteriana de bacterias en
divisidn, en la infeccién de cuerpo extrafio (8;30-32;58). Finalmente, linezolid, con los
parametros farmacodindmicos recomendados acordes con los obtenidos en humanos
con la dosificacion habitual, fue el tratamiento que mostré menor eficacia (86;87).

Precisamente por la relevancia de la dosificacion de levofloxacino, las dosis
seleccionadas en las ratas y sus equivalencias en humanos han sido analizadas con
detenimiento. La mayoria de estudios de farmacocinética humana con levofloxacino se
han llevado a cabo con la dosificacién de 500 mg/d por lo que existen numerosos
referentes y consideramos que los niveles de AUC alcanzados en nuestros
experimentos con la dosis baja de levofloxacino son altamente concordantes (88-90).
Por el contrario, los estudios en humanos sobre la farmacocinética de dosis de 750 mg-
1000 mg/d son escasos (91;92). La pauta de altas dosis en nuestro modelo proporciono

unos niveles de AUC = 117, probablemente mas proximos a los alcanzados con 1000
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mg/d. En cualquier caso, asumiendo las limitaciones propias de los estudios
experimentales consideramos que para alcanzar una alta eficacia antiestafilocdcica con
levofloxacino precisa de una dosis mayor de 500 mg/d, resultando mas dificil una
concrecion sobre si ésta deberia ser la equivalente a 750 mg/d o a la de 1000 mg/d. En
este sentido, creemos que serian convenientes estudios de farmacocinética en humanos
que perfilaran mejor los parametros especificos para las dosis de 750 mg/d y de 1000
mg/d, y posteriormente definir las dosis en ratas que mejor se correspondan a cada una
de ellas para analizar su eficacia comparativa. Igualmente es algo indefinida la
recomendacion existente para el tratamiento de la infeccion estafilococica de proétesis
articular que engloba conjuntamente la dosis 750-1000 mgs/d (3). Esta puntualizaciéon
podria tener trascendencia clinica ya que algunos autores han alertado sobre los efectos
secundarios de las dosis superiores a 750 mg/d (93).

Para prevenir el desarrollo de resistencias con el uso de fluoroquinolonas en
solitario se recomiendan unos parametros farmacodindmicos minimos de seguridad
(Cmax/CMI > 8-10) (94;95); recientemente, con el desarrollo del concepto de CPM se ha
constatado que la aparicion de cepas resistentes es maxima cuando las concentraciones
del antibidtico se encuentran entre la CMI y la CPM (la denominada “Ventana de
seleccion de mutantes”, MSW), mientras que no aparecen cuando las concentraciones
estan por encima de la CPM (78;80;96;97). Clasicamente se ha considerado que en el
curso del tratamiento de una infeccidon por S. aureus con quinolonas en solitario existe
un riesgo de desarrollo de resistencia; estos estudios han contemplado el uso de
ciprofloxacino, pero el margen de seguridad que ofrecen las nuevas fluoroquinolonas
parece ser mayor (57;94-97). Nuestros estudios apoyan el hecho de que, tanto por sus
cocientes Cmax/CMI como por sus relaciones con la CPM (Cnax/CPM y AUC/CPM), la
pauta con dosis elevadas de levofloxacino y las pautas de moxifloxacino en sus dos
dosificaciones presentan un buen perfil de seguridad y en ellos no observamos la
aparicion de cepas resistentes. Nuestros estudios de resistencia fueron mas completos
con las bacterias recuperadas del grupo terapéutico de levofloxacino a altas dosis, en
los que no se detectaron cambios en la CMI respecto de la cepa inicial ni en la

evaluacion de subpoblaciones resistentes.
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Globalmente, cuando los resultados obtenidos in vitro e in vivo en el modelo
animal fueron comparados pudimos concluir que los estudios en fase estacionaria
fueron los que mejor predecian la eficacia antibiotica in vivo, con la salvedad de
rifampicina para quien los estudios in vitro en solitario fueron alterados por el efecto
indculo y el desarrollo de resistencias. Asi, destacamos la estandarizacion de nuestros
estudios en fase estacionaria ya que fueron reproducibles y se mostraron como un
instrumento 1til para explicar los resultados in vivo en la infeccion de cuerpo extrano.
Todo ello aporta mas evidencia sobre el hecho de la actividad antibiotica bactericida in
vitro frente a bacterias en fase estacionaria como uno de los pardmetros mas relevantes
de la eficacia de un antibidtico en la infeccion de protesis articular (4;30-32).

Finalmente, la conclusién mas destacable respecto a la eficacia de las diferentes
monoterapias se refiere a levofloxacino a altas dosis ya que consideramos que los
resultados obtenidos en los estudios in vitro, sus pardametros farmacocinéticos y
farmacodinamicos, y los estudios de eficacia y seguridad frente a la aparicion de
resistencias in vivo aportan una clara evidencia de su gran actividad antiestafilocdcica

para su potencial uso en solitario en la infeccidon de cuerpo extrafio.

3. Eficacia de las nuevas fluoroquinolonas (levofloxacino y moxifloxacino) y su

relacion con los parametros farmacodinamicos.

Los tratamientos con fluoroquinolonas, considerados antibidticos concentracion
dependientes, deben proporcionar un parametro farmacodinamico AUC/CMI >125 y
mejor >250 para garantizar su eficacia clinica y proteger del desarrollo de resistencias
(98). Estas recomendaciones se establecieron en base a estudios realizados con
ciprofloxacino frente a bacilos gram negativos, pero trabajos mas recientes utilizando
las nuevas fluoroquinolonas frente a S. aureus concluyeron que para alcanzar una
eficacia similar este cociente varia en funcion de las diferentes quinolonas. En concreto
para levofloxacino, el valor se cifr6 en un AUC/CMI de 115, parametro no alcanzado
con las dosis convencionales de 500 mg/d, pero si asegurado con las dosis de 750-1000

mg/d; por su parte para moxifloxacino el valor minimo requerido fue AUC/CMI de 75,
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ampliamente alcanzado con las dosis convencionales (99). De acuerdo a estas
predicciones, los resultados observados en nuestro modelo in vivo con levofloxacino a
dosis convencionales (AUC/CMI de 136) y altas (AUC/CMI de 234) fueron
concordantes y mostraron un incremento en la eficacia concentracion dependiente y
una gran actividad antiestafilococica tal como se ha explicado anteriormente. Los
parametros proporcionados por moxifloxacino fueron muy superiores a los obtenidos
con levofloxacino a dosis elevadas: a la dosis equivalente a la habitual de 400 mg/d en
humanos con AUC/CMI de 431 y a dosis altas, equivalentes a 800 mg/d, AUC/CMI de
568. Con todo, los resultados de eficacia in vivo no guardaron una correlacién con estos
parametros farmacodinamicos y no se evidenciaron diferencias significativas entre
ambas fluoroquinolonas; incluso la cuantificacion de bacterias erradicadas con
levofloxacino a altas dosis fue mayor.

Globalmente, observamos una relacion entre el incremento del cociente
AUC/CMLI y la eficacia de las fluoroquinolonas al evaluar las pautas con levofloxacino,
pero no con moxifloxacino. Ello sugiere que el aumento de la eficacia de una
fluoroquinolona directamente proporcional al incremento del cociente AUC/CMI se
observd hasta un cierto punto en que se alcanzé una eficacia maxima. Ciertamente,
puede ser cuestionable la aplicaciéon de este criterio comparativo a experimentos
realizados con dos quinolonas distintas ya que podrian no seguir una misma recta de
relacién cociente AUC/CMl-eficacia, aunque en este caso tampoco observamos un
aumento proporcional de la actividad al comparar exclusivamente las dos
dosificaciones de moxifloxacino entre si, tal como habiamos visto con levofloxacino. La
posible repercusion del efecto de distinta unioén a proteinas de las dos quinolonas es
improbable, ya que los diversos cocientes AUC/CMI comparados consideraron
concentraciones de droga libre (no unida a proteinas). Otro aspecto a considerar seria
la posibilidad de que estos hallazgos estuvieran relacionados con alguna caracteristica
intrinseca de moxifloxacino frente a S. aureus, pero los estudios previos y nuestros
propios experimentos in vitro, refrendan la buena eficacia antiestafilocdcica de
moxifloxacino, similar a la de levofloxacino (100;101).

Nuestros datos apoyan pues la hipdtesis de la existencia de un efecto maximo

en la actividad de las fluoroquinolonas y que una vez alcanzado éste, no se conseguiria
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mejorar la eficacia final con incrementos adicionales en los pardmetros
farmacodinamicos. La existencia de una concentracion Optima bactericida (OBC,
optimum bactericidal concentration) habia sido descrito in vitro para el acido nalidixico
y el ciprofloxacino; concentraciones mayores de esta OBC no alcanzan mayor actividad
e incluso pueden producir un efecto paraddjico con menor eficacia final (102-104). En
concreto con levofloxacino y moxifloxacino, en estudios in vitro recientes que
estudiaron su actividad con multiples valores del cociente AUC/CMI para cada una de
ellas, se predijo una eficacia similar con cocientes >100 dibujando unas graficas dosis-
respuesta de aspecto sigmoide para ambas (105). Otra evidencia in vitro de la posible
maxima eficacia de estas fluoroquinolonas se encuentra en estudios de su actividad
intracelular frente a S. aureus en los que también se describe una relaciéon
concentracidn-eficacia que sigue una curva de aspecto sigmoide, con un patrén de
actividad concentracidon dependiente para aquellas concentraciones entre la CMI y la
Emax (concentracion que produce el efecto maximo) y un aspecto plateau a partir de esta
Emax (43). Finalmente, en estudios de la farmacodindmica de diversas fluoroquinolonas
in vivo en un modelo animal la relacion entre la eficacia y el cociente AUC/CMI para
diversas dosificaciones de la quinolona mostré también una grafica de aspecto
sigmoide a partir de AUC/CMI > 200 (73).

Por todo ello, sin poder excluir totalmente la existencia de algun factor
intrinseco relacionado con la actividad de moxifloxacino, consideramos que nuestros
resultados podrian reflejar esta relacion de aspecto sigmoide de la actividad de las
fluoroquinolonas, con un efecto maximo a partir del cual el aumento de dosis no

proporciona mayor actividad.
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4. Eficacia de la combinacion levofloxacino-rifampicina en la infeccion experimental

de cuerpo extraio por S. aureus meticilin sensible.

La actividad de esta combinacién evaluada in vitro en fase exponencial mostrd
que rifampicina antagoniza el efecto bactericida de levofloxacino expresado a partir de
su concentracion CMB (2xCMI). En fase estacionaria también observamos que
rifampicina produjo un descenso de la actividad de levofloxacino expresado
igualmente a concentraciones mayores de su CMB (que en este caso era 8xCMI),
mientras que con concentraciones menores el efecto de la combinacidn fue indiferente.
La observacion de un antagonismo entre rifampicina y fluoroquinolonas en los
estudios in vitro en fase exponencial habia sido descrita con la asociacién de
rifampicina y ciprofloxacino y ofloxacino (62;63;106); se considerd que la inhibicion de
la sintesis de ARN producida por rifampicina condiciona una disminucion de la
actividad bactericida de las quinolonas relacionada con el ADN (103;107). Por el
contrario, la observaciéon de antagonismo como resultado de la combinacién en
estudios en fase estacionaria no ha sido reportada previamente, y inicamente se habia
descrito un efecto de indiferencia con la asociacién de ciprofloxacino y rifampicina en
esta fase (64). En nuestros estudios, el antagonismo de rifampicina sobre levofloxacino
y moxifloxacino se expres6 también en fase estacionaria, si bien se puso en evidencia
solo a partir de aquellas concentraciones de quinolona que producian un efecto
bactericida mientras que en el rango de concentraciones entre su CMI y CMB en fase
estacionaria se observaba un efecto de indiferencia similar al descrito con
ciprofloxacino. Esta diferencia podria estar en gran parte relacionada con el mayor
grado de actividad bactericida de las nuevas fluoroquinolonas sobre S. aureus en fase
estacionaria.

Hasta el momento, la repercusion clinica del antagonismo in vitro de la
combinacién fluoroquinolona-rifampicina no ha sido nunca seriamente considerada.
Mientras la asociacién de ciprofloxacino o levofloxacino con rifampicina ha mostrado
antagonismo en modelos animales de endocarditis (106;108), la terapia de combinacion
con ciprofloxacino ha resultado beneficiosa en el tratamiento de la endocarditis sobre

valvula tricuspidea de los humanos (109). En el contexto de infecciones osteoarticulares
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y de cuerpo extrafio, la combinacién de ciprofloxacino u ofloxacino con rifampicina
esta considerada como un tratamiento de eleccién basandose en los buenos resultados
obtenidos tanto en estudios animales como en los escasos estudios clinicos realizados
(56-58;60;75). Tras la reciente aparicion de las nuevas fluoroquinolonas con mayor
accion antiestafilocdcica, se ha recomendado de una manera empirica la administracion
de levofloxacino 750-1000 mg/d junto a rifampicina en el tratamiento de la infeccion de
protesis articular, pero la informacion clinica que existe con esta combinacion es escasa
(3,65;66). En este contexto, los resultados proporcionados por nuestro trabajo
experimental introducen un punto de reflexion potencialmente importante. En
nuestros estudios animales la asociacion de rifampicina con levofloxacino a dosis
convencionales (Cmax 6 ng/ml) fue beneficiosa, mejorando la actividad de la quinolona
en solitario, pero la combinacién con altas dosis de levofloxacino (Cmax 12 pg/ml)
disminuyd la eficacia de ésta. Respecto a la eficacia de las terapias de combinaciéon con
rifampicina, los resultados obtenidos fueron similares independientemente de la dosis
de levofloxacino utilizada. Estos resultados in vivo también fueron acordes con los
obtenidos in vitro en fase estacionaria donde rifampicina disminuy6 la actividad de
levofloxacino solo a concentraciones altas. La combinacion de fluoroquinolona-
rifampicina en el modelo experimental de infecciéon de cuerpo extrano ha sido
evaluada ampliamente con ciprofloxacino y ofloxacino y ha mostrado siempre una
eficacia mayor que las monoterapias (31;32;58); por su parte, los efectos de la
combinacidn levofloxacino-rifampicina utilizando dosis elevadas de levofloxacino no
han sido estudiadas previamente. Recientemente, un grupo suizo de investigadores
estudiaron la eficacia de la combinacion en un modelo experimental de infeccion de
cuerpo extrafio, pero utilizando exclusivamente dosis muy bajas (Cmax 1,5 ug/ml;
AUC/CMI 38), con lo que los resultados obtenidos fueron acordes a los nuestros con
dosis convencionales de levofloxacino, obteniendo una eficacia comparable a la de
rifampicina en solitario (110).

Rifampicina es un antibiotico que interfiere en el metabolismo de muchos otros
farmacos por su accion sobre el citocromo P-450 hepatico. En el caso concreto de las
quinolonas, no parece que sus concentraciones se alteren de una forma significativa al

asociarse con rifampicina, a pesar de que se ha comunicado puntualmente una
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disminucion de los niveles de moxifloxacino con esta combinacion (111;112); hasta la
fecha no existen datos publicados en ese mismo sentido con levofloxacino. En nuestros
estudios experimentales pudimos comprobar que las concentraciones de levofloxacino
no se veian modificadas significativamente por la asociacion de rifampicina, por lo que
la menor eficacia de la combinacién no puede atribuirse a razones de interaccién
farmacocinética.

En cuanto al desarrollo de cepas resistentes a rifampicina, ambas dosis de
levofloxacino mostraron su efecto protector y la eficacia final de las dos terapias de
combinaciéon fue similar. Ello podria sugerir que administrar una dosis alta de
quinolonas no ofrece un efecto beneficioso afiadido si se utiliza la combinaciéon
levofloxacino-rifampicina.

Finalmente, consideramos que los resultados de la eficacia clinica de la
combinacién fluoroquinolonas-rifampicina en el ambito de la infeccién de proétesis
articular deberian ser revaluados tras la incorporacion de las nuevas quinolonas con
gran actividad antiestafilococica en fase estacionaria; la dosis mas apropiada de
levofloxacino en esta pauta de combinacion asi como la posible repercusion clinica del

efecto antagdnico de su asociacion con rifampicina deberian ser consideradas.

5. Eficacia de linezolid en solitario y en combinacion con rifampicina en la infeccion

experimental de cuerpo extrafio por S. aureus meticilin sensible.

En el momento de iniciarse el presente proyecto de investigacion, linezolid era
un antibidtico, ya comercializado, de reciente aparicion que habia sido evaluado
principalmente frente a S. aureus con resistencia a meticilina (67). Sus caracteristicas
particulares podian ofrecer algunas ventajas en el ambito de la infeccién de proétesis
articular sobretodo por su biodisponibilidad oral, su difusion tisular y su espectro de
actividad universal sobre estafilococos, por lo que consideramos oportuno su inclusion
en el estudio de nuestro modelo de infeccion por S. aureus sensible a meticilina.

La actividad in vitro de linezolid en solitario mostr6 un efecto bacteriostatico en

fase exponencial y estacionaria con concentraciones clinicamente alcanzables, siendo
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especialmente poco eficaz frente a bacterias en fase estacionaria. La asociacién con
rifampicina mostré indiferencia en ambas fases. Aunque no se estudio especificamente
el efecto protector de linezolid frente al desarrollo de resistencia a rifampicina, en todos
los estudios in vitro con esta combinacion destacé la ausencia de recrecimiento
bacteriano que si se observaba con rifampicina en solitario por la rdpida aparicion de
cepas resistentes. Nuestros resultados con linezolid solo y en combinaciéon con
rifampicina en fase exponencial fueron acordes a los ya publicados, mientras que los
estudios en fase estacionaria resultaron mas novedosos (113-115).

Tal y como se comenté anteriormente, linezolid en solitario mostré poca eficacia
en los estudios animales en comparacion con el resto de monoterapias de acuerdo a su
actividad in vitro en fase estacionaria. La dosificacion de linezolid en humanos esta
bien establecida y el uso de dosis mayores esta limitado por la presencia de efectos
secundarios; en este sentido consideramos que los pardmetros farmacocinéticos y
farmacodinamicos de linezolid conseguidos en nuestro estudio reprodujeron fielmente
los que se obtienen en humanos para evitar representar dosificaciones mas altas.
Estudios de farmacodinamica de linezolid han sugerido un cociente AUC/CMI minimo
de 50-100 como predictor de buena eficacia clinica, y éste fue alcanzado con la
dosificacion utilizada en el presente trabajo (86;87). Con estas consideraciones,
linezolid en solitario resultd ser el tratamiento menos eficaz, por lo que concluimos que
su papel en monoterapia frente a S. aureus sensible a meticilina no seria relevante y que
deberia ser evaluado en el contexto de infecciones por S. aureus o estafilococos
coagulasa negativos meticilin resistentes donde existen menos alternativas terapéuticas.
Respecto al desarrollo de resistencias, linezolid en solitario estd considerado un
farmaco con un buen perfil de seguridad y en nuestra experiencia no detectamos
ninguna cepa resistente después del tratamiento prolongado.

La actividad de la combinacién de linezolid con rifampicina fue evaluada
comparativamente a la de cloxacilina-rifampicina mostrando una eficacia similar. El
efecto mas destacable de linezolid fue la proteccion frente al desarrollo de resistencias a
rifampicina, hecho que pusimos en evidencia en nuestros estudios prolongando la
duracion del tratamiento. Mientras el desarrollo de resistencia a rifampicina no

repercutio de una forma evidente en su grado de eficacia como monoterapia en las
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pautas de tratamiento de 7 dias, ello si ocurrié en las pautas de 10 dias, en las que se
observd un recrecimiento de cepas resistentes a rifampicina y una total ineficacia. La
proteccion en el desarrollo de cepas resistentes a rifampicina con la combinacion
linezolid-rifampicina no se acompand de un aumento de eficacia en las pautas de 7
dias, pero este efecto fue muy evidente en las pautas de 10 dias. Unos resultados
acordes a los nuestros, con linezolid en solitario y con rifampicina, han sido
recientemente publicados por Baldoni et al. utilizando un modelo animal de infeccién
de cuerpo extrano por S. aureus meticilin resistente (116).

Teniendo en cuenta el papel principal de rifampicina y sus efectos beneficiosos
en la infeccion estafilocdcica de protesis articular, consideramos que linezolid podria
ser una alternativa como antibidtico de combinacion para impedir el desarrollo de
resistencias a rifampicina. La eficacia de linezolid-rifampicina en comparaciéon con
otras terapias de combinaciéon deberia ser convenientemente evaluada en las

situaciones de estafilococos meticilin resistentes.
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VII. CONCLUSIONES

1.

Respecto al desarrollo y estandarizacion del modelo de infeccion de cuerpo

extrano en ratas:

la.

1b.

1c.

1d.

El modelo reproduce adecuadamente las caracteristicas principales de una
infecciéon de protesis articular: tolerancia bacteriana a los antibidticos,
formacién de biofilm y alteraciones funcionales de las células fagociticas.

Se muestra adecuado para valorar la eficacia de la antibioterapia frente a
una infeccion de cuerpo extrano con un importante componente
inflamatorio, emulando a una infeccion crénica de protesis articular.
Sin embargo su costosa ejecucion y su grado de exigencia para objetivar las
diferencias de eficacia entre las diversas pautas terapéuticas pueden
considerarse factores limitantes.

El hallazgo de un elevado componente de bacterias de localizacion
intracelular sugiere que el nivel de actividad antibiotica intracelular es un

factor limitante en la eficacia final de una pauta terapéutica determinada.

2. Respecto a la evaluacion de la eficacia antibidtica de las monoterapias:

2a.

2b.

Los estudios in vitro realizados con bacterias en fase estacionaria de
crecimiento son los que aportan mayor informacion sobre la eficacia de los
antibioticos frente a una infeccion de cuerpo extrafio.

Levofloxacino a altas dosis mostré gran actividad in vitro frente a bacterias
en fase exponencial y estacionaria y fue el tratamiento mas eficaz y seguro
en el modelo in vivo, con una actividad similar o superior a la de rifampicina,

que confirmé su buena eficacia a pesar del desarrollo de resistencias.
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2c. Estos resultados permiten considerar el uso de levofloxacino en solitario a la
dosis de 750-1000 mg/d en humanos como una potencial alternativa para la
infeccién estafilococica de protesis articular. Para ello deberia definirse
mejor el perfil farmacocinético de estas dosis elevadas y de sus posibles

efectos secundarios.

3. Respecto de la eficacia de las fluoroquinolonas y sus pardmetros

farmacodindamicos:

3a. Los estudios de farmacodindmica de las nuevas fluoroquinolonas con gran
actividad antiestafilococica sugieren la existencia de una eficacia maxima a
partir de la cual al aumentar la dosis no se consigue un mayor efecto.

3b. Nuestros resultados no sugieren que moxifloxacino proporcione ventajas
significativas respecto a levofloxacino a dosis elevadas en el tratamiento de

la infeccion estafilococia de proétesis articular.

Respecto a la eficacia de la combinacion rifampicina-levofloxacino:

4a. Rifampicina produce un efecto de antagonismo al combinarse con
levofloxacino a altas dosis, tanto in vitro como en el modelo in vivo.

4b. Las pautas de rifampicina en monoterapia, rifampicina-levofloxacino a dosis
convencionales y rifampicina-levofloxacino a dosis altas mostraron una
eficacia similar, si bien las combinaciones con levofloxacino tuvieron un
efecto protector en el desarrollo de resistencias a rifampicina.

4c. La monoterapia con levofloxacino a dosis altas fue significativamente mas

eficaz que la combinacion de rifampicina-levofloxacino a dosis altas.
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4d. Nuestros resultados ponen en cuestion la necesidad de utilizar dosis de
750mg/d de levofloxacino, en las pautas de rifampicina y fluoroquinolonas
actualmente recomendadas para el tratamiento de la infeccion estafilocdcica

de protesis articular.
4e. La importancia clinica del antagonismo de la combinacién rifampicina-
levofloxacino a dosis elevados deberia ser evaluado en la infeccion

estafilocdcica de protesis articular.

5. Respecto a la eficacia de linezolid:

5a. La actividad de linezolid en solitario en la infeccién de cuerpo extrafio por S.
aureus meticilin sensible no es relevante, mientras que su combinaciéon con
rifampicina permite ofrecer el efecto protector frente al desarrollo de

resistencias.
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