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RESUMEN

La informacién sobre la actividad in vitro de las asociaciones de agentes antiestafilococicos es escasa. El objetivo del estudio fue evaluar la activi-
dad in vitro de linezolid, moxifloxacino, levofloxacino, clindamicina y rifampicina, solos o asociados, frente a Staphylococcus spp. Se analizaron
mediante curvas de letalidad dos cepas de Staphylococcus aureus y dos de Staphylococcus epidermidis aisladas en hemocultivos. Las asociaciones
estudiadas fueron linezolid+moxifloxacino, linezolid-+levofloxacino, linezolid+clindamicina, linezolid+rifampicina, moxifloxacino+rifampicina,
moxifloxacino+clindamicina, levofloxacino+rifampicina y levofloxacino+clindamicina. Las concentraciones (mg/l) empleadas fueron 8 y 16 para
linezolid, 2 para moxifloxacino, 3 para levofloxacino, 2 para clindamicina, y 2 y 5 para rifampicina. La actividad se considero sinérgica cuando se
produjo una reduccion del crecimiento de al menos 2 log,, con la combinacién comparada con el antibiético solo mas activo, antagonica cuan-
do se produjo un incremento del crecimiento de al menos 2 log,, con la combinacion respecto del antibiético solo mds activo, e indiferente si
la variacion era menor de 1 log,, Linezolid y clindamicina fueron siempre bacteriostaticos, mientras que moxifloxacino y levofloxacino fueron
bactericidas. Rifampicina fue bacteriostatica frente a S. aureus y bactericida frente a S. epidermidis. Linezolid y clindamicina redujeron la activi-
dad bactericida de levofloxacino y moxifloxacino, aunque el efecto fue antagénico sélo frente a S. aureus. Otras combinaciones de linezolid, ri-
fampicina, clindamicina, levofloxacino o moxifloxacino fueron indiferentes. Linezolid y clindamicina antagonizan la actividad bactericida de las
fluoroquinolonas frente a Staphylococcus spp. La indiferencia fue la regla para el resto de combinaciones frente a S. aureus y S. epidermidis.
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In vitro activity of linezolid, moxifloxacin, levofloxacin,
clindamycin and rifampin, alone and in combination,
against Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis

SUMMARY

Information about the in vitro effect of combinations of anti-staphylococcal agents on staphylococci is scarce. The aim of the study was to eva-
luate the in vitro activity of linezolid, moxifloxacin, levofloxacin, clindamycin and rifampin, alone or in combination, against Staphylococcus spp.
Two Staphylococcus aureus and two Staphylococcus epidermidis strains isolated from blood cultures were studied using the killing curve method.
The combinations analyzed were linezolid+moxifloxacin, linezolid+levofloxacin, linezolid+clindamycin, linezolid+rifampin, moxifloxacin+ri-
fampin, moxifloxacin+clindamycin, levofloxacin+rifampin and levofloxacin+clindamycin. The following concentrations (mg/l) were used: 8 and
16 for linezolid, 2 for moxifloxacin, 3 for levofloxacin, 2 for clindamycin and 2 and 5 for rifampin. The activity was considered synergistic when
a reduction in growth of at least 2 log,, was produced with the combination in comparison to the most active antibiotic alone, antagonistic when
a growth of at least 2 log,, was produced with the combination in comparison to the most active antibiotic alone; and indifferent if the varia-
tion was less than 1 log,, Linezolid and clindamycin were bacteriostatic, while moxifloxacin and levofloxacin were bactericidal. Rifampin was
bacteriostatic against S. aureus and bactericidal against S. epidermidis. Linezolid and clindamycin reduced the bactericidal activity of levofloxa-
cin and moxifloxacin, however an antagonistic effect was only observed against S. aureus. Other combinations of linezolid, rifampin, clindamy-
cin, levofloxacin or moxifloxacin were indifferent. Linezolid and clindamycin antagonize the bactericidal activity of fluorquinolones against
staphylococci. There was no difference between any other combinations against either S. aureus or S. epidermidis.
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INTRODUCCION

Los betalactamicos, los glucopéptidos y las quinolonas
se incluyen entre los antibidticos de eleccion para el trata-
miento de las infecciones estafilocécicas graves, como la
osteomielitis y la infeccién de material protésico o de oste-
osintesis. Sin embargo, cuando se tratan con un solo anti-
bidtico el porcentaje de fracasos es alto (1). La experiencia
clinica generada en los Ultimos afios indica que las mayo-
res tasas de éxito terapéutico se obtienen con las asociacio-
nes que incluyen rifampicina, utilizadas durante al menos
dos o tres meses o incluso por periodos mas prolongados
(2, 3). Staphylococcus epidermidis con frecuencia es resis-
tente a los betalactdmicos y las fluoroguinolonas, por lo
que a menudo las alternativas de tratamiento por via oral
son escasas 0 nulas. Linezolid es activo frente a Staphylo-
coccus spp. resistentes a los betalactdmicos (4, 5), tiene una
biodisponibilidad oral proxima al 100% y experiencias li-
mitadas in vitro sugieren que puede ser mas activo que los
glucopéptidos sobre microorganismos que crecen en bio-
peliculas (6).

A pesar de la eficacia clinica de las asociaciones que con-
tienen rifampicina, la actividad bactericida in vitro de la clo-
xacilina y de los glucopéptidos puede disminuir de forma
significativa cuando se asocian con rifampicina (7). La in-
formacidn sobre la actividad in vitro de la asociacion de ri-
fampicina con los nuevos agentes antiestafilocdcicos es es-
casa (8-11). Hemos estudiado la actividad in vitro de linezo-
lid, clindamicina, rifampicina, levofloxacino y moxifloxacino,
solos y en asociacion, frente a Staphylococcus aureus y
S. epidermidis, mediante la practica de curvas de letalidad.

MATERIAL Y METODOS
Bacterias
Para el estudio se emplearon dos cepas de S. aureus y

dos de S. epidermidis sensibles a la oxacilina, aisladas en
hemocultivos.

Antibioticos

Se utilizaron polvos estandar de actividad conocida de
linezolid (Pharmacia Upjohn, Kalamazoo, MI, USA), mo-
xifloxacino (Bayer, Leverkusen, Germany), levofloxacino
(Aventis, Romainville, France), rifampicina y clindamicina
(Sigma, Madrid, Spain).

Estudios de sensibilidad

Se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI)
por el método de microdilucidon en caldo de Mueller-Hinton
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siguiendo las normas del NCCLS en su documento M7-A5
(12). Después de una incubacién de 20 horas a 35 °C se de-
finiéd la CMI como la menor concentracion de antibiotico
que inhibié el crecimiento del microorganismo estudiado.

Curvas de letalidad

Las curvas de letalidad se realizaron por triplicado, uti-
lizando caldo de Mueller-Hinton y un indculo de 108 UFC/
ml. Se tomaron muestras (100 ul) a las 0, 4 y 24 horas, y se
sembraron en placas de agar Columbia. Tras una incuba-
cién de 20 horas a 35 °C se realiz6 el recuento bacteriano y
se expreso en log,, UFC/ml para trazar la curva de letali-
dad, todo ello siguiendo la normativa del NCCLS (13). Las
concentraciones estudiadas fueron 4, 8 y 16 mg/I para line-
zolid, 2 mg/1 para clindamicina, 2 y 5 mg/l para rifampici-
na, 3 mg/l para levofloxacino y 2 mg/l para moxifloxacino.
Las concentraciones de clindamicina, rifampicina, levoflo-
xacino y moxifloxacino se consideraron representativas de
las concentraciones de antibi6tico libre (no unido a protei-
nas) que se alcanzan en plasma cuando el antibi6tico se ad-
ministra a las dosis habituales por via oral. Las asociaciones
estudiadas fueron linezolid+rifampicina, linezolid +levoflo-
xacino, linezolid+moxifloxacino, linezolid+clindamicina, le-
vofloxacino+rifampicina, moxifloxacino+rifampicina, clin-
damicina+rifampicina, clindamicina+levofloxacino y clinda-
micina+moxifloxacino. Las asociaciones con linezolid se
realizaron s6lo con las concentraciones de 8 y 16 mg/I.

La actividad se definié como bactericida cuando la re-
duccion del inoculo inicial fue >3 log,, UFC/ml a las 24
horas, y como bacteriostatica cuando el in6culo inicial se
redujo <3 log,, UFC/ml a las 24 horas. La actividad de la
asociacion se considerd sinérgica cuando se produjo una
reduccion del crecimiento de al menos 2 log, , con la com-
binacion comparada con el antibidtico solo més activo, an-
tagdnica cuando se produjo un incremento del crecimien-
to de al menos 2 log,, con la combinacion respecto del an-
tibiético solo més activo, e indiferente si la variacion era
menor de 1 log,,.

RESULTADOS

Las CMI de los diferentes antibiéticos para las cepas
estudiadas se muestran en la Tabla 1. Linezolid (4, 8 y 16
mg/l) y clindamicina (2 mg/l) mostraron actividad bacte-
riostatica frente a todas las cepas estudiadas. La actividad
de linezolid frente a S. aureus no se modificé con concen-
traciones crecientes. En cambio, frente a S. epidermidis, 16
mg/l de linezolid redujeron de 1 a 1,5 log mas la densidad
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Tabla 1. Actividad in vitro de los antibiéticos estudiados.

REV ESP QUIMIOTERAP

CMI (mg/l)
Cepas Linezolid Rifampicina Clindamicina Levofloxacino Moxifloxacino
S. aureus 1 1 0,008 0,06 0,25 0,03
S. aureus 2 0,5 0,008 0,06 0,12 0,015
S. epidermidis 1 0,5 0,008 0,03 0,12 0,03
S. epidermidis 2 0,5 0,008 0,03 0,12 0,03
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Figura 1. Curvas de letalidad de las cepas estudiadas cuando se exponen a cada uno de los antibidticos evaluados.

de poblacién que 4 mg/l. Levofloxacino y moxifloxacino
fueron siempre bactericidas. Rifampicina (2 y 5 mg/l) re-
sulté bacteriostatica frente a las dos cepas de S. aureus y
bactericida frente a las dos de S. epidermidis (Fig. 1).
Linezolid y clindamicina antagonizaron el efecto bacte-
ricida de levofloxacino y moxifloxacino frente a S. aureus
y se mostraron indiferentes frente a S. epidermidis. El res-
to de asociaciones estudiadas (linezolid con clindamicina o

rifampicina, y rifampicina con clindamicina o fluoroquino-
lonas) fueron indiferentes.

DISCUSION

La informacion sobre la actividad de linezolid en aso-
ciacion con otros antibioticos es todavia escasa. Estudios
previos han analizado su actividad en asociacion con beta-
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lactdmicos, quinolonas, acido fusidico, gentamicina, van-
comicina y rifampicina, frente a cepas de estafilococos.
Todas las asociaciones mostraron un efecto indiferente (8-
11). Nuestro estudio incluye las nuevas fluoroquinolonas
(levofloxacino y moxifloxacino, no incluidas en estudios
previos), clindamicina y rifampicina, antibiéticos potencial-
mente Utiles en el tratamiento por via oral de las infeccio-
nes estafilocécicas e incluidos en las pautas terapéuticas de
eleccion de la osteomielitis y la infeccion sobre material
protésico.

Estudios anteriores han demostrado que la rifampicina
antagoniza la actividad bactericida del ciprofloxacino y el
pefloxacino frente a S. aureus en fase de crecimiento lo-
garitmico (14). Sin embargo, los modelos de infeccion en
el animal y la experiencia en humanos han demostrado que
esta asociacion obtiene tasas de curacion muy elevadas en
la endocarditis derecha causada por S. aureus (15) y en las
infecciones sobre material extrafio (1). Una posible expli-
cacion para esta aparente paradoja podria ser que en este ti-
po de infecciones los microorganismos crecen en biopeli-
culas. En estas estructuras, una parte de la poblacién bacte-
riana se encuentra en fase no duplicativa (16, 17), y bajo
estas condiciones la actividad de la asociacion de ciproflo-
xacino con rifampicina es aditiva (18).

La actividad de linezolid no se modificd al asociarlo
con rifampicina, lo que sugiere que esta asociacion podria
ser Util en el tratamiento de las infecciones causadas por es-
tafilococos resistentes a la oxacilina, especialmente en aque-
llos casos de infeccién sobre material protésico (protesis
articular, derivaciones de liquido cefalorraquideo, etc.), en
los cuales la rifampicina ha demostrado ser muy eficaz gra-
cias a su actividad sobre biopeliculas (19).

La asociacidn de levofloxacino o moxifloxacino con li-
nezolid o clindamicina fue antagonica frente a las cepas de
S. aureus analizadas, por lo que estas asociaciones no pa-
recen recomendables para el tratamiento de la infeccidn
aguda, en la cual previsiblemente las bacterias se hallan en
fase de crecimiento logaritmico (condiciones utilizadas en
este estudio).

Por dltimo, cabe destacar que la actividad de linezolid
frente a S. aureus no se modificé con las variaciones de
concentracion del farmaco, datos que corroboran la infor-
macion publicada por Andes y cols. (20), que demuestran
que la actividad de linezolid es dependiente del tiempo y
gue los pardmetros farmacodindmicos que mejor predicen
su eficacia son el area bajo la curva de concentracion/tiem-
po por encima de la CMI durante 24 horas y el porcentaje
de tiempo entre dosis sucesivas que la concentracion de li-
nezolid se mantiene por encima de la CMI.
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En conclusion, frente a Staphylococcus spp., las asocia-
ciones de linezolid, levofloxacino o moxifloxacino con ri-
fampicina in vitro son indiferentes, mientras que las aso-
ciaciones de levofloxacino o moxifloxacino con linezolid o
clindamicina son antagdnicas frente a S. aureus e indife-
rentes frente a S. epidermidis. El resultado de estas asocia-
ciones debe tenerse especialmente en cuenta cuando se
considera su empleo en infecciones estafilocécicas de evo-
lucion aguda.
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