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INTRODUCCION. Se ha evaluado la actividad y capacidad de
penetracion de linezolid y vancomicina en biocapas de
Staphylococcus epidermidis.

MEeTopos. La actividad de linezolid en comparacion con
vancomicina se midié frente a biocapas bacterianas de
S. epidermidis formadas sobre segmentos de silicona.
La penetracion de estos antimicrobianos se midié en

las biocapas formadas sobre membranas microporosas
de policarbonato. Ambos ensayos se realizaron
comparativamente con una cepa de S. epidermidis
productora de slime y otra no productora.

ResuLTADOS. La actividad de linezolid frente a biocapas
de S. epidermidis fue significativamente mayor que

la de vancomicina tanto en la cepa productora de slime
como en la no productora. Ninguno de los antimicrobianos
erradicé las biocapas de 24 h. La penetracion de linezolid
en biocapas de S. epidermidis fue mayor que la de
vancomicina en todos los tiempos estudiados para
ambas cepas.

ConcLUSIONES. Linezolid ha mostrado mayor actividad

in vitro que vancomicina en biocapas de S. epidermidis
formadas sobre catéteres de silicona y este efecto podria
ser debido a su capacidad para atravesar la biocapa
bacteriana.
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Activity and penetration of linezolid and vancomycin against
Staphylococcus epidermidis biofilms

INTRODUCTION. The activity and capacity for penetration of
linezolid and vancomycin were comparatively evaluated
against Staphylococcus epidermidis biofilms.

MEeTHODS. The activity of linezolid versus vancomycin was
assessed against 24-hour S. epidermidis biofilms
developed on silicon catheters. Penetration of the two
antimicrobial agents was measured in biofilms developed
on polycarbonate membrane filters. Penetration and
activity were comparatively tested using S. epidermidis,
slime-producing and non-slime-producing strains.
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ResuLTs. The activity of linezolid against S. epidermidis
biofilms was significantly greater than that of vancomycin
for both strains. Neither antimicrobial completely
eradicated bacterial survival in 24-hour biofilms.

Linezolid penetration in biofilms was greater than

that of vancomycin for both S. epidermidis strains.
ConcLrusions. Linezolid showed higher in vitro activity
than vancomycin against S. epidermidis biofilms

on silicone catheters. This effect may be due to the
capability of linezolid to cross the bacterial biofilm.

Key words: Biofilms. Linezolid. Vancomycin. Resistence.
Staphylococcus epidermidis.

Introduccion

Staphylococcus epidermidis, un microorganismo que for-
ma parte de la flora normal de la piel, es el principal agen-
te causal de infecciones nosocomiales asociadas con caté-
teres e implantes médicos debido a su especial habilidad
para formar biocapas bacterianas en la superficie de estos
biomateriales!. La produccién de la adhesina polisacarida
intercelular N-acetil-glucosamina, codificada por el operén
ica, desempenia un papel fundamental en la capacidad de
adhesion de S. epidermidis®. Las biocapas estdn constitui-
das por bacterias embebidas en una matriz polisacarida
que las protege de factores adversos, incluyendo la accién
de los antimicrobianos y la respuesta inmunitaria del pa-
ciente*. Las biocapas de S. epidermidis son resistentes a
la mayoria de los agentes antimicrobianos de uso clinico®S.
Esta resistencia se debe a caracteristicas intrinsecas de la
estructura de la biocapa como son la impermeabilidad,
la reducida tasa metabélica de las bacterias en el interior
de las biocapas, la expresién de mecanismos de resistencia
especificos o la presencia de subpoblaciones de bacterias
persistentes’.

Linezolid, un inhibidor de la sintesis de proteinas que
actia uniéndose a la subunidad ribosomal 50S, es un anti-
microbiano de la familia de las oxazolidinonas que puede
presentar mayor actividad frente a bacterias con baja ac-
tividad metabdélica, como ocurre en las biocapas, que los
antimicrobianos que acttiian a nivel de la pared celular®.
Linezolid posee mayor actividad in vitro frente a biocapas
de S. epidermidis que otros antimicrobianos de uso co-
mun®10, lo cual podria ser debido, parcialmente, a la ca-
pacidad de linezolid para concentrase en las biocapas bac-
terianas. El objetivo de este estudio fue evaluar la posible
relacion entre la acumulacién de linezolid y vancomicina
en biocapas y su actividad in vitro frente a biocapas de
S. epidermidis.
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Figura 1. Descripcion esquemédtica del método empleado para determinar la
permeabilidad de las biocapas a los antimicrobianos. Las biocapas (3) se de-
sarrollaron sobre membranas de policarbonato de 25 mm (2) depositadas en
medio MH agar (1). Sobre la biocapa se colocd otra membrana de policarbona-
to de 13 mm (4). Finalmente, sobre esta estructura en sandwich se depositd el
disco de antimicrobiano (5).

Métodos

Cepas bacterianas y estudios de sensibilidad
antibiética

Se usaron las cepas de coleccion S. epidermidis ATCC 12228 (no
productora de slime) y S. epidermidis ATCC 35984 (productora de sli-
me). Las concentraciones inhibitorias minimas (CIM) y concentracio-
nes bactericidas minimas de linezolid (Laboratorios Pfizer, Madrid,
Espana) y vancomicina (Sigma, Madrid, Espafia) se determinaron de
acuerdo a la normativa del Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSD.

Actividad de los agentes antimicrobianos frente
a biocapas bacterianas

Se evalué la actividad de linezolid y vancomicina frente a biocapas
de 24 h de acuerdo con un método previamente desarrollado en nues-
tro laboratorio'2. Las biocapas para ambas cepas se prepararon incu-
bando segmentos de 1 cm de longitud de catéteres de silicona (8FR/
CH; 0,33 mm) Foley (Sherwood Medical, Tullamore, Irlanda) en caldo
de Mueller-Hinton (MH) conteniendo bacterias a una concentraciéon
de 10° UFC/ml durante 24 h a 35 °C. Una vez formadas las biocapas
bacterianas sobre los segmentos de catéteres, éstos se lavaron tres
veces con una solucién de tampén fosfato (PBS) a 4 °C para eliminar
las bacterias no adheridas y se incubaron durante 24 h a 35 °C en
caldo MH conteniendo diferentes concentraciones de linezolid o van-
comicina (1 x MIC, 8 x MIC y 16 x MIC) y sin antimicrobiano.

Después de este periodo, los segmentos de catéteres se lavaron tres
veces bajo las condiciones anteriormente descritas, se depositaron en

tubos conteniendo 1 ml de PBS y se sonicaron (1 min 40 kHz) para
despegar las bacterias adheridas. De la suspensién bacteriana obte-
nida o de las diluciones correspondientes se plaquearon 50 pl sobre
placas de medio sélido de MH. Tras un periodo de incubacién de 24 h
a 35 °C se realiz6 recuento en placa del nimero de bacterias viables.
Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado para cada
cepa y antimicrobianos en dias diferentes.

Permeabilidad de las biocapas a los antimicrobianos

La permeabilidad de las biocapas bacterianas de S. epidermidis a
linezolid y vancomicina se determiné de acuerdo al método publicado
por Anderl et al'3. La preparacién de las biocapas se realizé usando
una suspensién diluida de un cultivo estacionario de bacterias planc-
ténicas crecido durante 24 h (densidad éptica a 600 nm = 0,2). Sobre
un filtro de policarbonato estéril (25 mm de didmetro; tamano de po-
ro de 0,2 pm) depositado en una placa de MH sélido, se inocularon
10 pl de esta dilucién, incubandose 24 h a 35 °C. Sobre la biocapa for-
mada tras las 24 h se coloca otro filtro estéril de policarbonato (13 mm
de didmetro; tamano de poro de 0,2 pm) y por tltimo, sobre todo lo an-
terior, un disco de linezolid (30 pg) o vancomicina (30 wg) humedeci-
do con caldo MH (fig. 1). Para comparar la permeabilidad de estas bio-
capas se usaron dos controles; un control de permeabilidad sin biocapa
entre los filtros de policarbonato y un control impermeable, es decir,
una barrera plastica de un 1 cm? (Parafilm, Pechiney Plastic Packa-
ging, Chicago, USA) entre los 2 filtros de policarbonato que impedia el
paso del antimicrobiano. Tras diferentes periodos de incubacién (1, 3 y
6 h), el disco de antimicrobiano fue retirado y la concentracién de anti-
biético que quedoé en el disco se cuantific6 mediante un bioensayo en el
que se us6 la cepa Micrococcus luteus ATCC 58297 como indicador. Se
aplica la formula: antibiético que atraviesa la biocapa (pg) = carga ini-
cial del disco (pg) — carga residual del disco (.g) para cada tiempo eva-
luado. Todos los experimentos se realizaron por cuadruplicado para
cada cepa y antimicrobianos en dias diferentes.

Analisis estadistico de los datos

Todos los datos se expresan en términos de media + desviacién es-
tandar. Las diferencias entre los grupos se compararon mediante el
método estadistico de la t de Student para datos pareados con un nivel
de significacién estadistica de p < 0,05.

Resultados y discusion

El valor de CIM de linezolid para ambas cepas fue de
1 mg/l, mientras que los valores de CIM de vancomicina
fueron de 1y 2 mg/l para la cepa productora y no produc-
tora de slime, respectivamente. La actividad in vitro de
ambos agentes antimicrobianos frente a biocapas de 24 h
se muestra en la tabla 1. Aunque la actividad de linezolid

TABLA 1. Supervivencia bacteriana de S. epidermidis formando biocapas de 24 h sobre catéteres de silicona tras la exposicion
a diferentes concentraciones de linezolid y vancomicina. Control: biocapas no tratadas con antimicrobiano. Resultados expresados

como media + desviacion estandar (n = 4)

UFC x 10%/segmento de catéter

Concentraciéon de antibiético (jg/ml)

S. epidermidis productor de slime

S. epidermidis no productor de slime

Linezolid Vancomicina Linezolid Vancomicina
0 (control) 440 = 96 390 + 88
1 1,1%4%4%% 4 (] 115% =20 5,8%%% + (0,8 186* + 30
8 0,6%** + 0,04 1,2% + 0,14 1,1%%* + 0,6 3,9% £ 0,8
16 0,012%#*F***% 4 0,003 0,7%*%% + 0,05 0,18%** + 0,05 2,0% + 0,12

*p < 0,05 comparado con el valor obtenido para la misma cepa sin antimicrobiano (control).
*#p < 0,05 comparado con el valor obtenido para la misma cepa frente a vancomicina.
*##%p < 0,05 comparado con el valor obtenido para la cepa no formadora de biocapa y el mismo antimicrobiano.

UFC: unidades formadoras de colonias.
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fue significativamente mayor que la de vancomicina, nin-
guna de las concentraciones evaluadas con ambos antimi-
crobianos logré erradicar completamente las bacterias
presentes en las biocapas bacterianas sobre la superficie
de los catéteres. A baja concentracién (1 mg/l), linezolid
fue significativamente mas activo que vancomicina frente
a biocapas de S. epidermidis. En el caso de la cepa de
S. epidermidis productora de slime, la tasa de bacterias
supervivientes en las biocapas incubadas con 1 mg/l de
linezolid o vancomicina fue del 0,25 y 26%, respectiva-
mente, respecto a los resultados obtenidos con la biocapa
control sin tratamiento antimicrobiano (100% de supervi-
vencia). En el caso de la cepa de S. epidermidis no produc-
tora de slime, estos valores fueron del 1,5 y 47,5%, res-
pectivamente. A alta concentracién de antimicrobiano
(16 mg/1), el nimero de bacterias supervivientes sobre las
biocapas bacterianas incubadas con linezolid fue 58 veces
mas bajo que la reduccién de la viabilidad bacteriana ob-
servada con vancomicina para la cepa productora de slime.

Si bien la accion de linezolid y vancomicina se acentua-
ba frente a S. epidermidis productor de slime, la actividad
mostrada por los dos antimicrobianos fue parecida frente
a ambas cepas. Aunque este ensayo tiene la limitacién del
uso de s6lo 2 cepas, este resultado se podria explicar por
variaciones en los niveles de expresion del operén ica cuya
produccion depende de factores ambientales los cuales son
dificiles de reproducir completamente in vitro'*. En un
modelo de farmacodinamia in vitro, Wiederhold et al'®
mostraron que tanto linezolid como vancomicina supri-
mian el crecimiento bacteriano sobre catéteres, e igual-
mente ningtn antimicrobiano eliminé totalmente la colo-
nizacién bacteriana del catéter. En otro modelo en el que
se usaron bloques de poliuretano sobre un dispositivo mo-
dificado de Robbins, linezolid a 2 mg/l fue mas eficaz en la
eliminacién de las biocapas de S. epidermidis que vanco-
micina a 10 mg/1'°. Es importante resaltar las diferencias
en la metodologia utilizada cuando se compara estudios
sobre actividad de antimicrobianos sobre biocapas.

Las diferencias observadas en la actividad de linezolid
y vancomicina frente a biocapas podrian ser debidas a di-
ferencias en el mecanismo de accién de ambos antimicro-
bianos asi como a diferencias estructurales de estas molé-
culas relacionadas con su capacidad para acceder a sus
dianas™1®. De acuerdo a estas ideas, se propuso determi-
nar la capacidad de linezolid y vancomicina para penetrar
en biocapas de S. epidermidis. En ambas cepas, mas del
60% de la concentracion inicial de los discos de linezolid
(30 pg) se liber6 en los primeros 60 min. Este porcentaje
llegé al 75% después de 3 h de incubacién (fig. 2). De nue-
vo, no se observaron diferencias entre la cepa de S. epi-
dermidis productora y no productora de slime. En el caso
de vancomicina, el 13% de la carga inicial del disco (30 pg)
se liber6 después de una hora de incubacién. Después de
6 h de incubacion este porcentaje sélo llegé hasta el 20%
en la cepa productora de slime y alcanzé el 55% en la cepa
no productora (fig. 2). Wilcox et al'”, encontraron concen-
traciones mas elevadas de vancomicina que de linezolid en
biocapas bacterianas que se podrian explicar por la unién
del glicopéptido al glicocalix. Este hecho también podria
explicar las diferencias obtenidas en la liberacién de van-
comicina frente a ambas cepas debido a que el gradiente
de concentracién que existe en la cepa no productora de
slime favoreceria la liberacién del antibiético. Este gra-
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Figura 2. Penetracion de los antimicrobianos a través de biocapas bacterianas
sobre filtros de policarbonato. Los datos (media + desviacién estandar) se ex-
presan como pg de antimicrobiano liberados de discos de 30 pg de linezolid y
vancomicina (n = 4). *p < 0,05 comparado con vancomicina.

diente desapareceria en la cepa productora de slime y el
glicopéptido retenido por el glicocdlix retrasaria la libera-
cién del antibiético desde el disco. En un trabajo anterior,
Darouiche et al'® demostraron que a pesar de conseguir
una concentracién elevada de vancomicina en un modelo
de biocapas sobre acero inoxidable, ésta no consigui6 erra-
dicar a las bacterias. Un reciente trabajo, Curtin et al'?
han puesto de manifiesto que linezolid fue capaz de erra-
dicar las biocapas de S. epidermidis més rapidamente que
vancomicina en infecciones relacionadas con catéteres so-
bre catéter venoso central.

En conclusién, linezolid ha mostrado una mayor activi-
dad in vitro que vancomicina frente a biocapas de S. epi-
dermidis sobre catéteres de silicona, independientemente
de la produccién de slime y esta actividad puede ser debi-
da, al menos parcialmente, a la rapida difusién de linezo-
lid a través de estas biocapas bacterianas.
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