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1. Resumen

Los resultados de un estudio anterior (Cervera et al., Clin Infect Dis, 2014) mostraron
que, en una serie de 93 casos de endocarditis izquierda por Staphyloccoccus aureus
sensible a la meticilina (SASM), la presencia de una concentracién minima inhibitoria
(CMI) a la vancomicina de 1,5-2 mg/L se asociaba a una mayor mortalidad aunque los

pacientes se hubieran tratado con cloxacilina.

1.1. Objetivos

Este proyecto tenia cuatro objetivos:

1. Validar este hallazgo en una cohorte de pacientes internacionales procedentes de la
coleccién de la Cohorte Internacional de Endocarditis (International Collaboration on
Endocarditis, ICE).

2. Conocer si, en estos 93 casos aislados de SASM, la CMI a la vancomicina se podia
asociar a un determinado complejo clonal o a un patrén distintivo de genes de

virulencia o produccion de biofilm.

3. Describir la historia natural de la endocarditis infecciosa en un modelo animal
experimental por SASM con una CMI a la vancomicina alta (1,5-2 mg/L) o baja
(<1,5 mg/L).

4. Conocer la eficacia de los tratamientos en monoterapia de cloxacilina, ceftarolina y
daptomicina, asi como las terapias combinadas de daptomicina mas cloxacilina o
ceftarolina en la endocarditis experimental por SASM con una CMI a la vancomicina
alta (1,5-2 mg/L) o baja (<1,5 mg/L).

1.2. Sintesis del diseio del estudio, procedimientos y métodos

1.2.1. Estudio clinico

Sujetos de estudio. Se han estudiado 114 casos de endocarditis infecciosa (EI)
izquierda por SASM confirmados segun los criterios de Duke modificados y tratados con
nafcilina o cloxacilina, recogidos prospectivamente en la Cohorte Internacional de
Endocarditis (ICE-PCS) en el periodo 2000-2006 y seguidos durante un ano.



Variables analizadas. Caracteristicas clinicas basales y demogréficas: edad, sexo,
area geografica (continente), afo de diagndstico, indice de comorbilidad de Charlson.
Caracteristicas generales de la EI: duracion de los sintomas, tipo de EI (nativa o
protésica), foco, tipo de adquisicion (comunitaria, nosocomial o nosohusial), presencia
de complicaciones. Caracteristicas microbioldgicas: CMI vancomicina, nimero de
hemocultivos positivos, otros cultivos. Caracteristicas ecocardiograficas: valvula
afectada, presencia de vegetaciones, tamafo de las vegetaciones, presencia de
complicaciones perianulares, disfuncién valvular. Tratamiento: tipo de tratamiento
antibidtico y duracion, tratamiento quirurgico. Resultados del episodio: mortalidad

intrahospitalaria, mortalidad a los 6 meses, recidivas.

Analisis estadistico. Las variables categoricas se expresaron en porcentajes y se

compararon mediante los test de Chi cuadrado o el test exacto de Fisher. Las variables
continuas se expresaron en medias o medianas y se compararon mediante |la prueba t
de Student o el test de Mann-Whitney. La supervivencia se analiz6 mediante el método

de Kaplan-Meier.

1.2.2. Estudios experimentales

1.2.2.1. Estudio in vitro molecular

Los SASM objeto de este estudio (las 93 cepas del estudio clinico de Cervera et al.)
pertenecen a la coleccién de cepas aisladas de forma consecutiva en el Hospital Clinic
de Barcelona (HCB) procedentes de pacientes con endocarditis durante el periodo
1995-2019. Todos los aislados son sensibles a la vancomicina (EUCAST CMI < 2 mg/L).
Para determinar si existe una asociacién entre uno o mas complejos clonales,
formacion de biofilm, diferentes factores de virulencia y el fenotipo de CMI de la
vancomicina baja o alta, se llevd a cabo el tipado molecular de las cepas (por técnica
Spa y tipado de secuencia multilocus [MLST]) para diferenciar complejos moleculares
de alta virulencia, asi como la determinacion de su patogenicidad (adhesinas, toxinas,
grupo agr, que se determinaron con un cribado de genes mediante la técnica de
reaccion multiple en cadena de polimerasa [PCR]) y la capacidad de formacién de

biofilm.

1.2.2.2. Estudio in vitro de sensibilidad antibidtica
Se determind la CMI y la concentracién minima bactericida (CMB) de los antibidticos

objeto del estudio (vancomicina, daptomicina y cloxacilina y ceftarolina) por el método



de microdiluciéon en medio liquido siguiendo las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) y también la determinacién de la CMI por Etest

siguiendo las recomendaciones del fabricante.

1.2.2.3. Estudio in vitro de sinergia

Como fase previa al modelo experimental, se seleccionaron seis cepas de SASM con
CMI baja a la vancomicina y seis cepas de SASM con CMI alta a la vancomicina para
valorar la actividad in vitro de la daptomicina sola o en combinacion con cloxacilina o
ceftarolina. El estudio de sinergia se llevé a cabo mediante curvas de letalidad con los
antibidticos a concentraciones de 1/2xCMI y 1xCMI. Para su realizacion, se siguieron
las recomendaciones de la Sociedad Americana de Microbiologia. A partir de los
resultados obtenidos en los estudios in vitro de sinergia se seleccionaron dos cepas de
SASM para los estudios in vivo: una con una CMI baja a la vancomicina —cepa SASM-
673 con CMI a la vancomicina igual a 0,75 mg/L, complejo clonal 30 y agr IIIl y
produccién de biofilm elevada-, y otra con una CMI alta a la vancomicina -cepa SASM-
236 con una CMI a la vancomicina igual a 1,5 mg/L, complejo clonal 45, agr 1y

produccién de biofilm reducida-.

1.2.2.4. Estudios in vivo

Los estudios in vivo de patogenicidad y de eficacia del tratamiento se llevaron a cabo
en el modelo de endocarditis adrtica experimental (EE) en conejos. Los antibidticos se
administraron siguiendo un modelo de farmacocinética humanizada. Estos estudios se

efectuaron en conejos de raza Nueva Zelanda.

1.2.2.4.a. Historia natural de la EE por SASM

Tras inducir una endocarditis adrtica experimental (véase la descripcion en el apartado
3.2), el objetivo fue observar y caracterizar el curso de la infeccién hasta el tercer dia
tras la inoculacion y ver si se presentaban diferencias segun la cepa infectante. Para la
monitorizacion in vivo de la enfermedad, se realizaron estudios de imagen por
tomografia por emision de positrones (PET) en los animales. Esta técnica de imagen
metabdlica se basa en la administracion intravenosa de un analogo de glucosa marcado
con un emisor de positrones (18F-FDG) que en la practica clinica ha demostrado su
capacidad de detectar endocarditis y focos de infeccidon. En este modelo animal, se
utilizé para controlar de manera no invasiva la instauracién de la infeccion a nivel del

corazon asi como para rastrear y localizar los embolismos sépticos antes de la



necropsia. Se realizaron cuatro PET a cada animal en las siguientes etapas: basal (dia
1, antes de la inoculacidon de SASM), y 24, 48 y 72 horas tras la inoculacion. Para la
realizacion de estos estudios se utilizaron los servicios de la unidad de investigacién
Micro-PET CIMA-CUN (Pamplona). Tras la muerte del animal, se llevd a cabo la
extraccién y cultivo de las vegetaciones adheridas a los velos de la valvula adrtica, asi
como del cerebro, bazo y rindn. Las muestras obtenidas se pesaron, se homogenizaron
y se cultivaron cuantitativamente, y los contajes se expresaron en logio de unidades

formadoras de colonias (UFC) por gramo de tejido.

1.2.2.4.b. Evaluacion de la eficacia de nuevos antibidticos en la EE por SASM en dos
cepas con diferentes perfiles de virulencia y sensibilidad a la vancomicina

Estudio farmacocinético. Los tratamientos antibiéticos del modelo de eficacia
terapéutica se administraron aplicando un modelo de farmacocinética humanizada. La
farmacocinética humanizada se basa en la administracidon por via endovenosa, con
bombas de infusién controladas por ordenador, de dosis decrecientes de antibidtico al
conejo. De esta manera se simula en el animal el perfil de concentraciones séricas del

antibiotico en el humano.

Modelo experimental de endocarditis adrtica. Se indujo una endocarditis bacteriana
experimental en la valvula adrtica de conejos blancos de raza Nueva Zelanda usando
una modificacion de la técnica descrita por Garrison y Freedman (Garrison, Freedman,
Yale J Biol Med, 1970; 42: 394-410). 24 horas después de la colocacion del catéter
intracardiaco, se infecta al animal por la vena marginal de la oreja con 1 mL de
solucidén salina que contiene 10° UFC/mLm que equivale a la DIy (dosis que infecta al
90% de los animales). Al cabo de 16 horas, se obtiene una muestra de sangre para
asegurar la presencia de endocarditis y se inicia el tratamiento. Los antibidticos se
administran siguiendo el modelo de farmacocinética humanizada mediante bombas de
infusion controladas por un ordenador durante dos dias. Una vez finalizada la infusién,
se dejan transcurrir seis semividas para asegurar que no hay niveles del antibidtico en
sangre. Después, se sacrifican los animales y a continuacion se les realiza la autopsia.
Se abre la cavidad toracica, se extrae el corazén y se disecan asépticamente los velos
de la valvula adrtica, asi como del resto de érganos que se estudiaran (bazo y rifidn).
Todos los tejidos se pesan y se homogeneizan con 2 mL de solucion salina. El
homogeneizado se cultiva cuantitativamente en caldo de soja tripticasa y los resultados

se expresan como logio UFC por gramo de vegetacidon (UFC/g veg).



Grupos de tratamiento. Se utilizaron dos cepas de SASM, una con una CMI para la
vancomicina inferior a 1,5 mg/L y otra con una CMI a la vancomicina superior a

1,5 mg/L, que se identificaron en el estudio in vitro para representar respectivamente
el fenotipo de CMI alto y bajo a vancomicina. Se analizaron los siguientes grupos de

tratamiento para cada una de las dos cepas:

Cepa SASM con CMI baja a vancomicina (= 0,75 mg/L): grupo control (sin

tratamiento); cloxacilina (2 g cada 4 h); daptomicina (10 mg/kg cada 24 h);
daptomicina (10 mg/kg cada 24 h) + cloxacilina (2 g cada 4 h); ceftarolina (600 mg
cada 8 h).

Cepa SASM con CMI alta a vancomicina (= 1,5 mg/L): grupo control (sin tratamiento);

cloxacilina (2 g cada 4 h); daptomicina (10 mg/kg cada 24 h); daptomicina (10 mg/kg
cada 24 h) + cloxacilina (2 g cada 4 h); ceftarolina (600 mg cada 8 h).

- Seguimiento de la resistencia a los antibidticos: para detectar la posible aparicion de
resistencias, en los aislados recuperados de las muestras se testé su CMI a la
vancomicina, daptomicina y ceftarolina por Etest, y se estudid la eventual aparicion de

subpoblaciones resistentes mediante analisis poblacionales.

2. Resultados

1. Los resultados del estudio clinico se recogen en el articulo publicado en la revista
Clinical Microbiology and Infection (Pericas, 2017). En el estudio se concluye que en
esta cohorte internacional de pacientes con endocarditis izquierda ocasionada por
SASM vy tratados con antibidticos betalactamicos, el fenotipo de la CMI a la vancomicina
no se asocid a un peor prondstico clinico (mayor mortalidad). Tampoco se encontraron
diferencias en los patrones genéticos de virulencia, linajes clonales ni formacion de

biofilm entre las cepas con un fenotipo alto o bajo a la vancomicina.

2. Los resultados y discusién del segundo objetivo planteado en este estudio se
recogen en el articulo publicado en la revista Antimicrobial Agents and Chemotherapy
(Pericas, 2020). En el estudio, se muestra cdmo no se pudo encontrar un patrén

diferencial en los genes de virulencia, linajes clonales o diferencias en la capacidad de



formacion de biofilm que explique el peor prondstico de las endocarditis por SASM que
se presentaron en el estudio previo de los pacientes (Cervera et al., Clin Infect Dis,
2014) que tuvieron una endocarditis causada por cepas de SASM con una CMI alta a la

vancomicina.

3. Los resultados del tercer objetivo del estudio se presentaron en el congreso de la
SEIMC del afio 2018, y obtuvieron el premio a la mejor comunicacion oral -se
otorgaron seis premios en esta categoria—- (véase en el apartado de presentaciones a
congresos del apartado “Bibliografia cientifica generada”; actualmente se esta

elaborando el manuscrito correspondiente).

Este estudio concluyd que, a pesar de que la mortalidad fue significativamente mayor
en el grupo de animales infectados con la cepa de SASM de fenotipo alto de la CMI de
la vancomicina, el fenotipo de la vancomicina (alto o bajo) no influyé en la
concentracidn de las bacterias en las vegetaciones valvulares ni en la diseminacion
extracardiaca de la infeccion en el modelo de endocarditis experimental por SASM en el

conejo.

4. Respecto al cuarto objetivo de evaluar la eficacia de la cloxacilina, la ceftarolina y la
daptomicina en monoterapia o las combinaciones de daptomicina con cloxacilina o
ceftarolina en el modelo de endocarditis experimental por SASM con fenotipo de CMI
alto y bajo de vancomicina, a medida que se han ido obteniendo los resultados de este
estudio se han ido presentando en diferentes congresos nacionales (SEICAV 2018 [2])
e internacionales (ECCMID 2019 [3], ISCVID 2019 [4]), en forma de pdster en el
primer caso y como comunicaciones orales en el segundo (véase en el apartado de
presentaciones a congresos del apartado “Bibliografia cientifica generada”;

actualmente se esta elaborando el manuscrito correspondiente).

Los resultados de este estudio muestran que no se presentaron diferencias en cuanto a
la eficacia de los distintos tratamientos antibioticos entre las dos cepas seleccionadas
(cada una representante de los fenotipos alto y bajo a la vancomicina), asi que los
grupos se evaluaron juntos. Nuestro estudio concluyd que en el modelo experimental
de endocarditis por SASM, ceftarolina en las dos dosis estudiadas mostraba una
actividad superior a la cloxacilina, aunque las diferencias no fueron estadisticamente

significativas. También se observd que cuando la daptomicina se administré en



monoterapia a dosis de 6 o 10 mg/kg al dia, en 4/20 (20%) y en 1/19 (5%) de los
aislados recuperados se habia desarrollado resistencia a la daptomicina tanto en las
vegetaciones valvulares como en los abscesos renales y esplénicos. La daptomicina en
monoterapia fue menos activa que los betalactdmicos en las metastasis extracardiacas
(bazo y rifidn). La adicién de cloxacilina o ceftarolina mejord de forma significativa su
actividad. Las combinaciones de daptomicina mas cloxacilina o ceftarolina mostraron
una actividad sinérgica y bactericida, y presentaron una mejor actividad que cloxacilina
o ceftarolina en monoterapia (p < 0,05 en ambos casos) en la tasa de esterilizacién de
las vegetaciones y previnieron en todos los casos la aparicidon de cepas resistentes a la

daptomicina.

Asi pues, estos resultados justifican el uso de la combinacién de daptomicina con
cloxacilina o ceftarolina en el tratamiento de la endocarditis por SASM

independientemente del fenotipo de la vancomicina.

3. Relevancia y posibles implicaciones futuras

Este estudio ha demostrado lo siguiente:

1. La CMI de la vancomicina no es un factor prondstico en la endocarditis infecciosa por
SASM.

2. No se ha demostrado una relacién entre la CMI de la vancomicina y algun factor de

virulencia o patogenicidad.

3. Se ha mostrado que existe una relacion entre la CMI de la vancomicina elevada y
una mayor mortalidad en el modelo experimental de la historia natural de la

endocarditis infecciosa por SASM.

4. Las combinaciones de daptomicina y cloxacilina o ceftarolina fueron superiores a las
monoterapias respectivas y evitaron la aparicion de resistencias a la daptomicina. La
daptomicina seria el tratamiento de eleccidén y siempre debe administrarse en dosis
altas y combinada con antibidticos betalactdmicos para evitar la aparicidon de

resistencias.



Es por todo ello que los resultados de este proyecto de La Maratd ayudaran a mejorar
el tratamiento antibidtico de la endocarditis por Staphylococcus aureus sensible a la
meticilina (SASM) y tendran impacto en el disefio de ensayos clinicos y en las guias de

practica clinica.
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