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RESUMEN

La incidencia de infecciones por Enterococcus faecium multirresistentes va aumentando a pesar de los avances que se han producido en an-
tibioticoterapia. Por ello, se necesitan nuevos antibidticos para tratar las infecciones nosocomiales o comunitarias causadas por este micro-
organismo. El objetivo principal del presente estudio fue comparar la eficacia de quinupristina-dalfopristina (QD), sola o combinada con gen-
tamicina (G), teicoplanina (T), imipenem (I) o levofloxacino (L), en un modelo de endocarditis experimental en conejos por E. faecium mul-
tirresistente. Se utilizaron 110 animales, 28 como grupo control y 82 como grupos terapéuticos, que fueron G1: 18 animales con QD (30
mg/kg/8 h); G2: 18 con QD+G (6 mg/kg/12 h); G3: 16 con QD+T (20 mg/kg/12 h); G4: 14 con QD+/ (60 mg/kg/8 h); y G5: 16 con QD+L
(20 mg/kg/12 h). Se valoré la respuesta terapéutica comparando la concentracion de E. faecium en las vegetaciones cardiacas expresada co-
mo log,, de las unidades formadoras de colonias por gramo de tejido (UFC/g). Se realizaron pruebas de cinética de letalidad bacteriana para
las asociaciones que mostraron mejor comportamiento in vivo: QD + |y QD + L. El patrén de sensibilidad de la cepa utilizada fue: sensi-
ble para L, intermedia para QD, resistente para T e I, y sin resistencia de alto grado para G. El tratamiento con QD logré una reduccién sig-
nificativa (p <0.001) en las UFC/g respecto al grupo control (9,49 frente a 7,31). No hubo diferencias significativas entre los grupos G1 (QD
sola), G2 (OD + G) y G3 (QD + T), consiguiendo estos tres grupos una reducioén significativa respecto del grupo control (p <0.001). No hu-
bo diferencias entre G4 (QD + ) y G5 (QD + L). Estos dos grupos se mostraron como los mas eficaces en reducir la media de UFC/g en las
vegetaciones cardiacas (G4: 4,38 y G5: 4,04), con p <0.0001 respecto al grupo control y p <0.001 respecto a G1, G2 y G3. No se detectd
ningun cambio en la CMI de QD durante el tratamiento. Sélo la curva de letalidad correspondiente a la concentracién de I de 32 mg/l (0,25
x CMI) con QD 1 mg/l (0,25 x CMI) presentd una curva descendente a las 4 y 8 horas, sugiriendo una sinergia precoz que se perdié a las 8 ho-
ras. A la vista de estos resultados, la combinacién de QD con | o L podria considerarse como alternativa terapéutica en la endocarditis por
E. faecium multirresistente.

Palabras clave: Endocarditis infecciosa experimental - Enterococcus faecium multirresistente - Quinupristina-dalfopristina - Gentamicina -
Teicoplanina - Imipenem - Levofloxacino
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Comparative study of treatment with quinupristin-dalfopristin
alone or in combination with gentamicin, teicoplanin,
imipenem or levofloxacin in experimental endocarditis

due to a multidrug-resistant Enterococcus faecium

SUMMARY

The incidence of multidrug-resistant Enterococcus faecium is increasing despite advances in antibacterial therapy. Thus, new antibiotics are
required to treat hospital- or community-acquired infections caused by these multidrug-resistant organisms. The aim of this study was to
compare the therapeutic efficacy of quinupristin-dalfopristin (QD) alone, or in combination with gentamicin (G), teicoplanin (T), imipenem
() or levofloxacin (L) against a strain of multidrug-resistant E. faecium in an experimental model of aortic valve endocarditis in rabbits. The
study group consisted of 28 control animals. Eighty-two animals were treated with one of the following antibiotic regimens: G1: 18 animals
QD (30 mg/kg/8 h); G2: 18 animals QD+G (6 mg/kg/12 h); G3: 16 animals QD+T (20 mg/kg/12 h); G4: 14 animals QD+/ (60 mg/kg/8 h);
and G5: 16 animals QD+L (20 mg/kg/12 h). The response to therapy was determined by the comparison of the number of CFU/g of E. fae-
cium in each vegetation. In vitro, time-kill studies looking for synergy for the combinations that showed better efficacy in vivo were done.
The sensitivity of the strain was intermediate to QD, resistant to T and I, and sensitive to L. There was no high-level resistance to G. QD alone
revealed a significant decrease (p <0.001) in the CFU/g in the control group (9.49 vs. 7.31). There were no differences in the average of CFU/g
between the QD alone (G1), QD+G (G2) and QD+T (G3) groups. These three groups revealed a significant difference in decrease of CFU/g
respect of the group control (p <0.001). There were no differences in the average of CFU/g between QD+ (G4) and QD+T (G5). These two
groups revealed the greatest decrease in average CFU/g (G4: 4.38 and G5: 4.04) with differences respect of the group control (p <0.0001)
and respect of the groups G1, G2 and G3 (p <0.001). We dlid not detect any alteration of MIC from QD in the course of the treatment for either
of the final isolations. Only the time kill corresponding to concentrations of | 32 mg/l (0.25 x MIC) and QD 1 mg/l (0.25 x MIC presents a
descending slope in the curve at 4 and 8 h, suggesting an early synergy phenomenon, which was lost after 8 h. In light of these results, the
combination QD with | and L may be considered suitable alternatives for the treatment of multiresistant E. faecium.
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INTRODUCCION

En los ultimos afios, la incidencia de infecciones por
Enterococcus faecium estd aumentando a pesar de los
avances en terapéutica antimicrobiana. Este microorganis-
mo con frecuencia es resistente a muchos de los antibi6ti-
cos existentes, por lo que las infecciones que produce son
a menudo extremadamente dificiles de tratar, incluyendo
bacteriemias y endocarditis (1). Por tanto, es necesario el
desarrollo de nuevos antibidticos que faciliten el tratamien-
to de las infecciones hospitalarias o comunitarias por él
producidas.

Quinupristina-dalfopristina se compone de dos deriva-
dos semisintéticos de la pristinamicina en una relacién
30:70. Es la primera combinacion de estreptograminas hi-
drosolubles desarrollada para uso intravenoso en clinica
humana (2), que impide el desarrollo bacteriano al bloque-
ar la formacién del enlace peptidico entre la cadena de pép-
tidos en desarrollo, mediante la inhibicién de la fijacion del
sustrato por la dalfopristina (estreptogramina del grupo A)
y la inhibicién de la elongacién de la cadena polipeptidica
por la quinupristina (estreptogramina del grupo B). Las dos
estreptograminas, quinupristina y dalfopristina, poseen ac-
tividad bacteriostdtica contra las bacterias grampositivas;
sin embargo, cuando se combinan, los componentes actian
de forma sinérgica, inhibiendo tanto la fase precoz como la

tardfa de la sintesis proteica bacteriana, consiguiendo una
actividad bactericida contra gran parte de las cepas de es-
tafilococos y estreptococos, con una actividad entre 8 y 16
veces mayor que la de sus dos componentes por separado
(3-5). Son diversos los modelos animales utilizados para el
estudio de la eficacia in vivo, asi como de las propiedades
farmacocinéticas de quinupristina-dalfopristina. Los mo-
delos experimentales de endocarditis en ratas y conejos son
modelos ya establecidos que intentan reproducir las condi-
ciones de inicio y progresioén de esta infeccién en los hu-
manos (6).

El objetivo principal del presente estudio fue comparar
la eficacia terapéutica de la asociacién quinupristina-dalfo-
pristina (QD) en monoterapia y combinada con gentamici-
na (QG), teicoplanina (T), imipenem (I) o levofloxacino (L)
frente a una cepa multirresistente de E. faecium en un mo-
delo experimental de endocarditis sobre vdlvula aértica en
conejos.

MATERIAL Y METODO
Microorganismo

La cepa de E. faecium empleada fue aislada en varios
hemocultivos de una mujer de 67 afos que ingresé con fa-
llo renal y fiebre.
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Estudios in vitro

Valoraciéon de la concentraciéon
minima inhibitoria (CMI)

Se define la CMI como la concentracién mas baja de
antibidtico que inhibe el crecimiento de la bacteria. Se uti-
lizaron tres métodos diferentes: microdilucién en caldo
(siguiendo las normas del National Committee for Clini-
cal Laboratory Standards -NCCLS- de Estados Unidos
de América) (7), E-test® (AB-Biodisks, Solna, Sweden)
y macrodilucién en caldo, segliin recomendaciones del
NCCLS (7).

Cinética de letalidad bacteriana

Se realizaron pruebas de cinética de letalidad bacteria-
na para las asociaciones que mostraron mejor comporta-
miento in vivo: QD+l y QD+L, siguiendo las normas del
NCCLS (8). Con esta técnica se estudian los efectos bacte-
ricidas en el tiempo de dos antibidticos realizando curvas
de letalidad para los dos farmacos por separado, asi como
con un tercer tubo con ambos juntos. Las curvas de muer-
te suministran una informacién dindmica de la actividad
bactericida. El procedimiento es conceptualmente simple,
pero incémodo y laborioso. Si ambos fdrmacos ejercen una
actividad bactericida, puede ser dificil separar los efectos
aditivos de los sinérgicos. Se dice que hay actividad sinér-
gica cuando se produce un aumento de la destruccién bac-
teriana de por lo menos 100 veces (>2 logaritmos en base
10) la producida por el antibiético mds activo. Si la accién
bactericida observada difiere en menos de 10 veces la del
farmaco mas activo, el efecto es aditivo o autonomo.

Endocarditis experimental

Todos los animales estudiados fueron tratados segin
los Cédigos y Practicas para el Uso y Cuidado de Animales
en Procedimientos Cientificos, de 1989.

La endocarditis fue inducida en 110 conejos de la raza
New Zealand, con un peso medio de 2,2 kg, usando la téc-
nica de Garrison y Freedman (9) modificada por Durack y
Beeson (10). Los conejos fueron preanestesiados con clor-
promazina a razén de 3 mg/kg de peso, por via intramuscu-
lar, unos 15 minutos antes de la anestesia, y posteriormente
anestesiados mediante la administracién intravenosa lenta,
a través de una vena marginal de la oreja, de ketamina a
razén de 20 mg/kg de peso. Tras ello se procedié a rasurar
la cara anterior del cuello y a pincelarla ampliamente con
povidona yodada. El conejo se colocé en posicidn de decu-
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bito supino, inmovilizando las cuatro extremidades me-
diante cintas. Se practicé una cervicotomia paratraqueal
derecha con diseccion y exteriorizacién de la arteria car6-
tida comun derecha. A continuacién se realizé una arterio-
tomia transversal del vaso, introduciendo un catéter estéril
de polietileno (Centracath®, Vigon; Ecouen, France) con
un didmetro interno de 0,8 mm y externo de 1,2 mm, avan-
zéandolo hasta el ventriculo izquierdo. Se considerd que el
catéter estaba en la posicion correcta cuando transmitia el
latido cardiaco de forma constante. El extremo craneal del
catéter se secciond a nivel del vaso, se selld su luz a la lla-
ma, dejando asomar aproximadamente 0,5 cm a fin de fi-
jarlo a la arteria mediante una ligadura de seda. Finalmente
se procedié al cierre y sutura de la herida por planos. El
catéter se mantuvo en esta posicién durante todo el experi-
mento. Los animales fueron infectados 36 horas después
de la colocacién del catéter mediante la administracién in-
travenosa, a través de una vena marginal de la oreja, de 1
ml de solucién salina al 0,9% que contenia un inéculo de
aproximadamente 108 UFC de un cultivo fresco del micro-
organismo. El dia anterior a la preparacion del indculo se
procedié a su resiembra en placas de agar sangre, incuban-
dolas a 37 °C durante 24 horas. A partir de este cultivo se
realizé una suspension en 10 ml de solucién salina al 0,9%,
alcanzando una turbidez del 1 de la escala de McFarland,
equivalente a 108 UFC/ml. La infeccién de los conejos se
efectué inmediatamente después de preparado el inéculo.

Hemocultivos

A las 48 horas de infectado el animal, inmediatamente an-
tes del inicio del tratamiento antibidtico, se tomaron muestras
de sangre para hemocultivo a todos los animales, obte-
niendo 4 ml a través de una vena marginal de la oreja e ino-
culdndolos en frascos Vital Aer® (bioMérieux, France),
siendo inmediatamente transportados al laboratorio y colo-
cados en una estufa a 37 °C. A las 24 horas se realiz6 una
primera observacion del aspecto macroscépico de los fras-
cos, comprobando la presencia o no de turbidez, y proce-
diendo a tomar asépticamente una muestra de todos ellos y
a sembrarla en placas con agar sangre. Los hemocultivos se
consideraron positivos cuando a las 24-48 horas se eviden-
ci6 la presencia de colonias y tincién de Gram de aspecto
caracteristico, con prueba de la catalasa negativa. Fueron
excluidos del estudio los conejos con hemocultivo negati-
vo y aquellos en que el crecimiento bacteriano obtenido no
correspondia con el microorganismo estudiado, o bien pre-
sentaba mds de una especie bacteriana (hemocultivo conta-
minado).
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Tratamiento antibiético

Los animales fueron divididos en seis grupos: 28 en el
grupo control (Gce), 18 en el grupo de QD sola (G1), 18 en
el de QD+G (G2), 16 en el de QD+T (G3), 14 en el de
QD+I (G4) y 16 en el de QD+L (GS5). Se inici6 el trata-
miento antibidtico a las 48 horas de la inoculacién bacteria-
na, inmediatamente tras la extraccion de sangre para el cul-
tivo. Los animales fueron tratados durante cinco dias con
las siguientes dosis y vias de administracion: QD (Aventis
Pharma) 30 mg/kg/8 h, via intramuscular; G (Braun) 6
mg/kg/12 h, via intramuscular; I (Merck Sharp & Dohme)
60 mg/kg/8 h, via intramuscular; L (Aventis Pharma) 20
mg/kg/12 h, via intramuscular. Los conejos del grupo con-
trol no recibieron tratamiento antibiético.

Examen de las vegetaciones

Entre 8 y 12 horas después de la administracién de la
ultima dosis de los antibidticos los animales fueron sacrifi-
cados mediante inyeccion intravenosa rapida, por una vena
marginal de la oreja, de 150 mg de tiopental sddico (Abbott
Laboratorios, Chicago, Il, USA). Sélo aquellos animales
que sobrevivieron hasta el momento del sacrificio fueron in-
cluidos en el estudio. El examen posmorten se realizé inme-
diatamente después del sacrificio. Tras abrir la caja tordcica
se extrajo el corazén y se abrieron la raiz adrtica y el ven-
triculo izquierdo, comprobando la adecuada posicién del
catéter y el diagndstico macroscdpico de endocarditis me-
diante la visualizacién de las vegetaciones caracteristicas.
Se excluyeron aquellos conejos que presentaban una inade-
cuada posicién del catéter o que no tenian vegetaciones.
Tras la limpieza de los restos hemadticos de la cavidad car-
diaca con solucién salina al 0,9%, se extrajeron aséptica-
mente las vegetaciones y se pesaron en una balanza de pre-
cisién. Después fueron homogeneizadas con 0,9 ml de so-
lucién salina al 0,9%, en un homogeneizador estéril Povel®.
Posteriormente se realizaron diluciones en solucién salina
desde 1:10 hasta 1:10.000.000, y se sembraron 100 ul de ca-
da una de las diluciones y del homogeneizado sin diluir en
placas con agar sangre. Tras un periodo de incubacién de 48
horas a 37 °C se efectud el recuento de colonias y el resul-
tado se expres6 como log,, del nimero de UFC por gramo
de vegetacidn. El crecimiento de una sola colonia equivale
a 100 UFC/g, por lo que el limite de detecciéon del método
es de 100 bacterias por mililitro de homogeneizado de ve-
rrugas cardiacas, y el valor asignado a aquellos cultivos
estériles (curaciones) fue de 2, que corresponde al valor del
log,, de 100. Los microorganismos se identificaron por la
presencia de colonias y la tincién de Gram de aspecto ca-
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racteristico, con prueba de la catalasa negativa. Finalmen-
te, a todos los aislamientos se les realizé determinacion de
su CMI para QD mediante tiras de E-test®, a fin de descar-
tar mutaciones en el transcurso del tratamiento.

Valoraciéon de la respuesta terapéutica

Para la valoracion de la respuesta terapéutica se utilizé
como parametro la concentracién de E. faecium en las ve-
getaciones cardiacas, expresada como logaritmo en base 10
de las unidades formadoras de colonias por gramo (UFC/g).
Treinta animales fueron excluidos del estudio: 11 del Ge
(seis por muerte antes del sacrificio, cuatro por més de una
especie bacteriana en el hemocultivo y uno por inadecuada
posicion del catéter); seis del G1 (QD) (cinco por muerte
antes del sacrificio y uno por inadecuada posicién del caté-
ter); tres del grupo G2 (GD+G) (todos por muerte antes del
sacrificio); cuatro del G3 (QD+T) (tres por muerte antes
del sacrificio y uno por inadecuada posicién del catéter);
dos del G4 (QD+I) (muertos antes del sacrificio); y cuatro
del G5 (QD+L) (tres por muerte antes del sacrificio y uno
por inadecuada posicién del catéter). Por tanto, finalmente
fueron incluidos en el andlisis 80 conejos.

Concentraciones de antibiéticos

Las concentraciones de los antibidticos en suero se de-
terminaron utilizando 1 ml de sangre de cada conejo, ex-
traida de la vena marginal de la oreja en el momento previo
a la tercera dosis del cuarto dia de tratamiento antibidtico
(valor valle) y 60 minutos después de la administracién de
la mencionada dosis (valor pico). Para la determinacién de
QD las muestras se introdujeron en un tubo que contenia
0,5 ml de 4cido clorhidrico 0,25 N; la mezcla se agité ma-
nualmente y luego se centrifugd a 1500 g durante 10 mi-
nutos. El sobrenadante fue pasado a un tubo estéril y con-
gelado inmediatamente a —80 °C. Las concentraciones anti-
bidticas se determinaron mediante bioensayo para I, L y
QD, con el medio Bacto Agar Mueller-Hinton (Difco, De-
troit, Michigan, USA) y utilizando diferentes microorga-
nismos segtin el antibidtico a evaluar. Para la determina-
cién de I y L se usé Escherichia coli ATCC 25992 y para
la de QD Micrococcus luteus ATCC 9341 (11, 12). El me-
dio para las placas se prepar6 con Bacto Mueller-Hinton;
las placas fueron preparadas sobre una superficie nivelada
para conseguir una profundidad uniforme de 4 mm, y pos-
teriormente fueron sembradas con E. coli o Staphylococcus
aureus con un inéculo ajustado a la turbidez del 0,5 de la
escala de McFarland. Las soluciones estdndar del antimi-



262 ). Pérez Salmerén, F. Martinez Garcia , D. Roldédn Conesa y cols.

crobiano se prepararon utilizando como diluyente suero de
conejo libre de antimicrobianos. Para I se hicieron dilucio-
nes progresivas que contenian 400, 200, 100, 50, 25, 12,5,
6,25 y 3,125 mg/l. Para L se prepararon diluciones de 16,
8,4,2,1,0,5, 0,25 y 0,125 mg/l. Para QD las diluciones
fueron de 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25 0,125 y 0,06 mg/l. Sobre
la superficie del agar, previamente sembrado con la cepa
correspondiente, se aplicaron discos de papel estériles ca-
rentes de antibidtico (Sterile Blanks, Difco Laboratories,
Detroit, Michigan, USA) con 5 ul de cada una de las ali-
cuotas referidas en los parrafos anteriores. El anlisis se rea-
1iz6 por triplicado para cada una de las concentraciones. De
igual modo se impregnaron discos con las muestras corres-
pondientes a los niveles pico y valle y homogeneizado de
las vegetaciones. Las placas fueron incubadas a 35 °C en
una atmoésfera aerobia durante 24 horas, para que se visua-
lizaran con exactitud zonas medibles de inhibicién del cre-
cimiento alrededor de los discos de papel de filtro. El dia-
metro medio de las zonas de inhibicién y segin las dilu-
ciones empleadas, permitid trasladar los datos a un papel
milimetrado y trazar una curva estindar y graficas de re-
gresion lineal, sobre las que, multiplicando por el factor de
dilucién, se pudo calcular la concentracién sérica de los di-
ferentes antimicrobianos en estudio. Para la determinacién
de G se utiliz6 un sistema automadtico de enzimoinmuno-
andlisis competitivo con anticuerpos monoclonales en un
equipo ACA 1V Discrete Clinical Analyzer (Dabe Boehring).
Para la determinacién de T se utilizé un sistema automati-
co de inmunoensayo (TDX System, Abbott).

Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como media + desvia-
cién estandar. La normalidad de las variables se comprobd
utilizando el test de Kolmogorov-Smirnov. Tanto el peso
de las vegetaciones como el log,, de las UFC/g siguieron
una distribucién normal, por lo que fueron tratadas en el
analisis ulterior con métodos paramétricos. Para la compa-
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racién de medias entre cada grupo de tratamiento y el gru-
po control se utiliz6 la prueba de la # de Student. La com-
paracion de medias entre los diferentes grupos tratados G3-
G5 se realizé mediante la prueba de la 7 de Student. Las
comparaciones multiples de las medias de los grupos con
mas asociaciones diferentes (G2-G5) se realizaron median-
te la prueba de Bonferroni. Se consideré que existia signi-
ficacidn estadistica con una p <0.05. El andlisis estadistico
se efectud utilizando el programa SPSS (para Windows,
version 7.5.25).

RESULTADOS
Estudios in vitro
Sensibilidad antibiética

De todos los antibiéticos empleados, el microorganis-
mo sélo era sensible a L, presentaba sensibilidad interme-
dia a QD y era claramente resistente a T e I. No habia re-
sistencia de alto grado a G. El fenotipo de resistencia al
glucopéptido fue vanA. QD se comportaba como bacterios-
tatico para nuestro microorganismo.

CMI, peso de las vegetaciones
y concentraciones de antibidticos

La Tabla 1 muestra las CMI de los diferentes antibi6ti-
cos, el peso de las vegetaciones y las concentraciones pico
y valle de cada antibiético en suero. No encontramos dife-
rencias significativas en el peso de las vegetaciones entre
los diferentes grupos de antibidticos.

Cinética de letalidad bacteriana

Las Tablas 2 y 3 muestran los resultados de las curvas
de letalidad. Las curvas de QD + I o L, no mostraron fené-
menos de sinergia ni antagonismo. Sélo la curva corres-
pondiente a I 32 mg/1 (0,25 x CMI) mas QD 1 mg/1 (0,25

Tabla 1. Comparacién de las CMI, del peso de las vegetaciones y de las concentraciones séricas pico y valle de los antibiéticos.

Concentracion sérica,

Grupo CMI (mg/l) Peso vegetaciones (mg) pico/valle (mg/1)*
G1: QD 2-4 104,06 = 55,21 3,2+0,5/<0,1
G2: QD+G 4 111,00 = 87,30 7,6 +0,8/<0,1
G3: QD+T >256 102,20 £ 51,11 59,6 +7,8/36,1 £9,9
G4: QD+I 128 105,75 + 58,46 73,2 +15,4/<3,125
G5: QD+L 1-2 108,25 + 65,46 5,6+0,9/0,4+02

*Media = desviacion estandar.
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Tabla 2. Curvas de letalidad de quinupristina-dalfopristina e imipenem.
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0 horas 4 horas 8 horas 24 horas
Control 5,09 7,30 7,60 7,90
Quinupristina-dalfopristina 0,5 mg/1 (0,125 x CMI) 5,09 6,60 6,72 7,80
Quinupristina-dalfopristina 1 mg/1 (0,25 x CMI) 5,09 5,32 5,60 7,42
Quinupristina-dalfopristina 4 mg/l (CMI) 5,09 5,15 4,60 4,70
Imipenem 32 mg/l (0,25 x CMI) 5,09 6,51 6,80 7,90
Imipenem 64 mg/l (0,5 x CMI) 5,09 6,40 6,40 6,40
Imipenem 128 mg/l (CMI) 5,09 4,30 4,08 4,86
Imipenem 32 mg/l (0,25 x CMI) + QD 0,5 mg/1 (0,125 x CMI) 5,09 5,90 6,10 7,30
Imipenem 32 mg/l (0,25 x CMI) + QD 1 mg/l (0,25 x CMI) 5,09 4,90 4,38 7,08
Imipenem 32 mg/l (0,25 x CIM) + QD 4 mg/l (CMI) 5,09 5,15 4,30 4,30
Imipenem 64 mg/l (0,5 x CMI) + QD 0,5 mg/1 (0,125 x CMI) 5,09 5,41 5,51 6,30
Imipenem 64 mg/l (0,5 x CMI) + QD 1 mg/1 (0,25 x CMI) 5,09 4,94 4,90 6,30
Imipenem 64 mg/l (0,5 x CMI) + QD 4 mg/l (CMI) 5,09 5,08 4,90 4,55
Imipenem 128 mg/l (CMI) + QD 0,5 mg/1 (0,125 x CMI) 5,09 4,96 4,51 4,78
Imipenem 128 mg/l (CMI) + QD 1 mg/l (0,25 x CMI) 5,09 5,08 4,90 4,38
Imipenem 128 mg/l (CMI) + QD 4 mg/l (CMI) 5,09 4,68 4,90 4,15
Tabla 3. Curvas de letalidad de quinupristina-dalfopristina y levofloxacino.
0 horas 4 horas 8 horas 24 horas

Control 5,78 7,40 7,60 7,90
Quinupristina-dalfopristina 0,25 mg/1 (1/16 x CMI) 5,78 7,10 7,20 7,40
Quinupristina-dalfopristina 0,5 mg/l (0,125 x CMI) 5,78 6,79 6,81 7,34
Quinupristina-dalfopristina 1 mg/1 (0,25 x CMI) 5,78 5,40 5,72 7,50
Quinupristina-dalfopristina 2 mg/l (0,5 x CMI) 5,78 5,26 5,40 7,30
Quinupristina-dalfopristina 4 mg/l (CMI) 5,78 5,08 5,02 5,14
Levofloxacino 0,5 mg/1 (0,5 x CMI) 5,78 6,11 6,69 7,20
Levofloxacino 1 mg/l (CMI) 5,78 4,74 4,74 4,63
Levofloxacino 0,5 mg/1 (0,5 x CMI) + QD 0,25 mg/1 (1/16 x CMI) 5,78 6,15 6,50 7,20
Levofloxacino 0,5 mg/l (0,5 x CMI) + QD 0,5 mg/1 (0,125 x CMI) 5,78 5,94 6,00 7,30
Levofloxacino 0,5 mg/1 (0,5 x CMI) + QD 1 mg/l (0,25 x CMI) 5,78 5,20 5,10 7,10
Levofloxacino 0,5 mg/1 (0,5 x CMI) + QD 2 mg/1 (0,5 x CMI) 5,78 5,08 5,00 7,00
Levofloxacino 1 mg/l (CMI) + QD 0,25 mg/1 (1/16 x CMI) 5,78 5,48 5,30 5,00
Levofloxacino 1 mg/l (CMI) + QD 2 mg/1 (0,5 x CMI) 5,78 5,04 5,00 4,90
Levofloxacino 1 mg/l (CMI) + QD 4 mg/l (CMI) 5,78 4,90 4,68 4,68

x CMI) presenta una pendiente descendente entre las 4 'y 8
horas, de forma diferente a la pendiente ascendente cuan-
do cada uno de estos antibidticos se utiliza de forma aisla-
da. Aunque no alcanza una diferencia de 2 log,,, el fend-
meno de la sinergia es evidente entre las 4 y las 8 horas, de-
sapareciendo pasadas 8 horas (Fig. 1).

Endocarditis experimental

La Fig. 2 muestra la concentracién bacteriana en las
vegetaciones cardiacas (UFC/g) expresada como log, de to-
dos los grupos. Se encontrd E. faecium en todas las vegeta-
ciones de todos los conejos del grupo control, lo que indica
que no hubo curaciones espontidneas. Todos los antibidti-

cos utilizados, en mayor o menor medida, reducian signifi-
cativamente la concentracién bacteriana en las vegetacio-
nes. Los valores mds altos se encontraron en el grupo con-
trol y los mds bajos en los grupos 4 y 5 (QD+I y QD+L).
QD en monoterapia demostré una reduccion significativa
(p <0.001) de la concentracién bacteriana respecto del gru-
po control. No hubo diferencias al comparar entre si los
grupos tratados G1-G3, consiguiendo igualmente estos tres
grupos una reduccién significativa respecto del grupo con-
trol (p <0.001). No hubo diferencias significativas entre G4
y G5. Ambos grupos mostraron una media de concentracién
de UFC/g inferior a la del resto de los grupos (p <0.0001
respecto al grupo control y p <0.001 respecto a G1, G2 y
G3). Fueron, por tanto, los dos grupos mas eficaces en re-
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Figura 1. Curvas de letalidad de imipenem 32 mg/I (0,25 x CMI) y quinupristina-dalfopristina 1 mg/l (0,25 x CMI).
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Figura 2. GC: grupo control; QD: quinupristina-dalfopristina; G: genta-
micina; T: teicoplanina; |: imipenem; L: levofloxacino. *Numero de anima-
les incluidos/nimero total de animales en ese grupo.

ducir el nimero de unidades formadoras de colonias por gra-
mo de vegetacion cardiaca en nuestro modelo experimental.
No se encontraron alteraciones de la CMI para el microor-
ganismo en el transcurso del tratamiento, por lo que pode-
mos afirmar que no se produjeron mutaciones espontaneas
durante nuestro estudio.

DISCUSION

QD en monoterapia redujo significativamente la con-
centracién de E. faecium en las vegetaciones cardiacas en
comparacién con el grupo control. Sin embargo, el hecho
de que a los cinco dias de tratamiento la concentracién bac-
teriana persista en 7,31 unidades logaritmicas de UFC/g le-
vanta dudas acerca de su eficacia en monoterapia en las in-

fecciones graves por E. faecium con sensibilidad interme-
dia a este antimicrobiano.

Aunque QD ha demostrado un efecto bactericida frente
a S. aureus y otros cocos grampositivos, sobre E. faecium
se comporta como bacteriostatico (13, 14). Linden y cols.
(15), en un trabajo retrospectivo sobre infecciones sistémi-
cas por E. faecium multirresistente tratadas con QD, obser-
van una tasa de respuesta global del 66%, aunque cae al
20% en pacientes con endocarditis (15). Otros autores (16,
17) también observan fallos terapéuticos al utilizar QD en
monoterapia o combinada con otros antimicrobianos en en-
docarditis por E. faecium resistente a la vancomicina.
McNeil y cols. (16) describen un paciente con bacteriemia
persistente por E. faecium multirresistente a pesar de reci-
bir tratamiento durante mas de dos meses con QD, en aso-
ciacién inicialmente con cloranfenicol y después con doxi-
ciclina; y Safdar y cols. (17) describen otro caso similar
de una endocarditis sobre valvula protésica, con persisten-
cia de la bacteriemia por E. faecium multirresistente des-
pués de 12 dias de monoterapia con QD. Aunque se ha pu-
blicado la aparicién de resistencias durante el tratamiento
con QD (18-22), nosotros no hemos encontrado variacio-
nes en la CMI en ninguno de los grupos. En nuestra serie,
los grupos QD+I (G4) y QD+L (GS5) se comportaron de
modo semejante y fueron mejores que el resto de los gru-
pos (G1-G3). Aunque no hemos encontrado bibliografia
con estas combinaciones, pensamos que ambas pueden ser
de utilidad para el tratamiento de las infecciones graves por
E. faecium multirresistente, pero se precisan estudios que
confirmen su eficacia clinica. El hecho de que QD+I redu-
jera en casi 3 unidades logaritmicas la concentracién bac-
teriana en las vegetaciones con respecto a QD en monote-
rapia (7,31 frente a 4,38), a pesar de que nuestro microor-
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ganismo era claramente resistente al imipenem, tiene un
gran interés. Aunque la sinergia de QD+I se ha descrito pa-
ra otros microorganismos diferentes de E. faecium, es la
primera comunicacién de este fendémeno para E. faecium
multirresistente (23, 24). El analisis de la curva de letalidad
para concentraciones de I de 32 mg/l (0,25 x CMI) y de
QD de 1 mg/1 (0,25 x CMI) muestra una curva descenden-
te para la asociaciéon QD+I hasta las 8 horas, a diferencia de
la pendiente ascendente de cada uno de los antibidticos so-
los, pero la pendiente se hace ascendente a partir de la oc-
tava hora hasta las 24 horas. Es razonable pensar que una
administracion repetida de ambos antibidticos cada 8 horas,
tal como se hizo en nuestro modelo experimental, podria
prolongar la pendiente descendente de la curva correspon-
diente a la asociaciéon QD+ y explicar con ello los resulta-
dos obtenidos en el modelo experimental in vivo. Precisa-
mente, las concentraciones para las cuales encontramos es-
te fenémeno de sinergia se corresponden con las alcanzadas
en clinica humana con estos dos antibiéticos (24-30). Un
fenémeno de sinergia similar ha sido comunicado por Elio-
poulos y cols. (31). En el articulo se analizan 50 cepas de
E. faecium multirresistentes mediante el método de damero,
buscando fenémenos de sinergia de QD con cloranfenicol,
doxiciclina, ampicilina, imipenem, vancomicina y teicopla-
nina, observando sinergia sélo en una de las 50 cepas ana-
lizadas mediante el método de damero, para concentracio-
nes de QD de 0,5 mg/l combinada con 32 mg/l de imipe-
nem. Las CMI para esa cepa en el mismo damero eran de 2
y 128 mg/l para QD e I, respectivamente, es decir, 0,25 X
CMI para ambos antibidticos. Por lo tanto, los pardmetros
de CMI son exactamente los mismos que los utilizados en
nuestra curva de muerte analizada anteriormente.

El buen comportamiento de QD+L era de esperar dada
la buena actividad in vitro del levofloxacino frente a nues-
tro microorganismo. Chambers y cols. (26) observaron una
excelente respuesta a L en un modelo experimental de en-
docarditis en conejos cuando el microorganismo causal era
S. aureus; sin embargo, resulta ineficaz cuando se trata de
Streptococcus viridans. En nuestro estudio se demuestra la
buena actividad de L frente a nuestra cepa de E. faecium
multirresistente, aunque son necesarios otros estudios que
confirmen esta buena actividad en colecciones amplias de
esta especie.

La asociacion de T o G con QD en nuestro estudio no
mostr6 fendmeno de sinergia. En el articulo de Eliopoulos
y cols. (31) se refiere que la combinaciéon QD+T fue sinér-
gica en dos de las 50 cepas y antagénica en tres. Ambas si-
tuaciones se dieron sélo en las cepas sensibles a T, sin ob-
servar fendmenos de sinergia ni antagonismo en ninguna
de las cepas resistentes a T. Nuestra cepa, que era resisten-
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te a T, tampoco mostré fendmenos de sinergia ni antago-
nismo, en linea con lo publicado por estos autores.

Finalmente, las concentraciones pico y valle de los anti-
bidticos administrados fueron las esperadas, mostrando re-
sultados similares a los publicados en la bibliografia con-
sultada (24-30).

Aunque hemos usado el modelo experimental de endo-
carditis infecciosa en conejos por su simplicidad, reprodu-
cibilidad, relativo bajo coste, posibilidad de utilizar un gran
nimero de animales y semejanza histoldgica con la endo-
carditis humana, existen diferencias entre la endocarditis
humana y la experimental, por lo que la simple extrapola-
cién de estos resultados a la clinica diaria ha de hacerse con
cautela.
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