Universitat
de Barcelona

Optimizacién del marcaje del **™Tc-Ciprofloxacino
como antibidtico para el diagnéstico de infecciones.
Estudio de la acumulacién in vitro
y su aplicacién clinica

Daniel Rodriguez Puig

ADVERTIMENT. La consulta d’aquesta tesi queda condicionada a I'acceptacié de les seglients condicions d'Us: La difusié
d’aquesta tesi per mitja del servei TDX (www.tdx.cat) ha estat autoritzada pels titulars dels drets de propietat intel-lectual
unicament per a usos privats emmarcats en activitats d’investigacié i docéncia. No s’autoritza la seva reproduccié amb
finalitats de lucre ni la seva difusi6 i posada a disposicié des d’'un lloc alié al servei TDX. No s’autoritza la presentaci6 del
seu contingut en una finestra o marc ali¢ a TDX (framing). Aquesta reserva de drets afecta tant al resum de presentacio
de la tesi com als seus continguts. En la utilitzacié o cita de parts de la tesi és obligat indicar el nom de la persona autora.

ADVERTENCIA. La consulta de esta tesis queda condicionada a la aceptacion de las siguientes condiciones de uso: La
difusién de esta tesis por medio del servicio TDR (www.tdx.cat) ha sido autorizada por los titulares de los derechos de
propiedad intelectual Unicamente para usos privados enmarcados en actividades de investigacion y docencia. No se
autoriza su reproduccion con finalidades de lucro ni su difusion y puesta a disposicion desde un sitio ajeno al servicio
TDR. No se autoriza la presentacién de su contenido en una ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de
derechos afecta tanto al resumen de presentacién de la tesis como a sus contenidos. En la utilizacién o cita de partes de
la tesis es obligado indicar el nombre de la persona autora.

WARNING. On having consulted this thesis you're accepting the following use conditions: Spreading this thesis by the
TDX (www.tdx.cat) service has been authorized by the titular of the intellectual property rights only for private uses placed
in investigation and teaching activities. Reproduction with lucrative aims is not authorized neither its spreading and
availability from a site foreign to the TDX service. Introducing its content in a window or frame foreign to the TDX service is
not authorized (framing). This rights affect to the presentation summary of the thesis as well as to its contents. In the using
or citation of parts of the thesis it's obliged to indicate the name of the author.




OPTIMIZACION DEL MARCAJE DEL
99mTc-CIPROFLOXACINO COMO ANTIBIOTICO
PARA EL DIAGNOSTICO DE INFECCIONES.

ESTUDIO DE LA ACUMULACION IN VITRO Y SU

APLICACION CLINICA.

Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Pediatria, Radiologia y Anatomia.
Programa de Radiologia Diagnéstica, Terapéutica y Nuclear.
Linea de investigacion: Diagnostico y tratamiento por técnicas de imagen.

Universidad de Barcelona. Facultad de Medicina.
Directores:
Prof. Francesca Pons Pons

Dr. David Fuster Pelfort

Autor: Daniel Rodriguez Puig






Departament d’Obstetricia i Ginecologia,
Pediatria, Radiologia i Anatomia

e

UNIVERSITAT DE BARCELONA Casanova, 143
08036 Barcelona

Tel/Fax: 93-403 93 71

E-mail: dep-opr@ub.edu

Facultat de Medicina

FRANCESCA PONS PONS, Catedratica de Radiologia i Medicina Fisica de la
Universitat de Barcelona i DAVID FUSTER PELFORT, Especialista Sénior del Servei

de Medicina Nuclear de I'Hospital Clinic,

CERTIFIQUEN

Que Daniel Rodriguez Puig, llicenciat en Farmacia, ha realitzat sota la nostra direcci6
la present tesi doctoral, titulada: “Optimizacién del marcaje del *"Tc-Ciprofloxacino
como antibidtico para el diagndstico de infecciones. Estudio de la acumulacion in vitro
y su aplicacién clinica”, i que aquesta reuneix les condicions necessaries per a la seva

lectura i defensa publica.

Prof. Francesca Pons Pons Dr. David Fuster Pelfort

Barcelona, 12 de desembre de 2011






Agradecimientos

A la Prof. Francesca Pons y al Dr. David Fuster, mis directores de tesis, por su
constante dedicacion y gran ayuda en todo momento. Gracias por motivarme y darme

suficiente energia durante este ultimo afio tan intenso.

Al Dr. Carlos Piera por introducirme en la Radiofarmacia y despertar mi ilusién en este
apasionante mundo. Ha sido un placer Carlos. Por fin llegd el momento y te lo dedico

con carifio.

Al Prof. Joan Suades de la Universitat Autbnoma de Barcelona por aportar sus

conocimientos quimicos y ayudarme a tomar decisiones en los primeros pasos.

Al Dr. Alex Soriano, del Departamento de Enfermedades Infecciosas del Hospital

Clinic, por su interés, rigurosidad cientifica, total colaboracién y disponibilidad.

Al Servicio de Microbiologia del Hospital Clinic, especialmente al Dr Sierra, por su

valiosa aportaciéon. Gracias Josep.

Al Servicio de Traumatologia del Hospital Clinic, particularmente al Dr. Garcia, por su

entusiasmo y dedicacion.

A todas y cada una de las personas que integran el Servicio de Medicina Nuclear del
Hospital Clinic por su calidad humana y el trato que siempre me han dado desde el

principio.

Gracias compaferos y amigos, sin vosotros no hubiera sido posible.






A mi familia y personas queridas por vuestro apoyo incondicional y comprension.

iMuchisimas gracias!






GLOSARIO

Glosario

AGEMED: Agencia Espariola del Medicamento.

Bmr: Bacillus resistentes a multiples farmacos.

°C: Grados Celsius. Unidad de temperatura.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético.

'®F: Fluor-18. Radiois6topo.

FDG: Fludesoxiglucosa.

Formilo-Met-Leu-Fe: N-formilmetionina-Leucil-Fenilalanina. Péptido quimiotactico.
FSA: Acido formamidin sulfinico.

%Ga: Galio-67. Radioisétopo.

GBq: Gigabequerelio. Unidad de desintegracion radiactiva.
GyrA: Subunidad A de la girasa de E. coli.

GyrB: Subunidad B de la girasa de E. coli.

HCI: Acido clorhidrico.

HMPAO: Hexametilpropilenamino oxima (exametazima).
H,0: Agua.

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion.

HYNIC: Hidrazinonicotinamida.

23] Yodo-123. Radiois6topo.
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IgG1: Inmunoglubulina G1. Anticuerpo.

'23]JL-2: Interleucina 2 marcada con Yodo-123.

IL-1: Interleucina 1

IL-1ra: Antagonista del receptor de Interleucina 1

IL-8: Interleucina 8.

"In: Indio-111. Radiois6topo.

ITLC-SG: Cromatografia instantanea en capa fina con Silica-Gel.

keV: Kiloelectronvoltio. Unidad de energia de la radiacion.

kg: Kilogramo. Unidad de masa.

LAL-test: Ensayo de endotoxinas mediante el lisado de amebocitos del Limulus.
LS-MS: Gammagrafia de leucocitos marcados y gammagrafia de médula macrofagica.
M: Molar. Unidad de concentracion.

MAG;: Mercaptoacetil-triglicina.

Mar: Resistente a multiples antibiéticos.

marA: Region génica A de Mar.

MBq: Megabequerelio. Unidad de desintegracion radiactiva.

mCi: Milicurios. Unidad de desintegracién radiactiva.

mg: Miligramo. Unidad de masa.

ml: Mililitro. Unidad de volumen.

mM: Milimolar. Unidad de concentracion.
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Mn: Manganeso. Elemento quimico.

MnO,": Permanganato.

%Mo: Molibdeno-99. Radiois6topo.

Hg: Microgramos. Unidad de masa.

Mm: Micrometros. Unidad de longitud.

N: Normal. Unidad de concentracion.

NaBH,: Borhidruro sédico.

NaCl: Cloruro sédico.

Na,S,0,: Ditionito sddico.

NaTcO,: Pertecneciato sédico.

NCA: Antigeno no especifico de reaccién cruzada.
ng: Nanogramo. Unidad de masa.

NorA: Gen de resistencia a quinolonas de S. aureus.
OmpF: Proteina F de la membrane externa. Porina.
ParC: Subunidad de la topoisomerasa IV.

ParE: Subunidad de la topoisomerasa IV.

PCR: Proteina C reactiva.

PET: Tomografia por emisién de positrones.

QRDR: Region determinante de resistencia a quinolonas.

Re: Renio. Elemento quimico.
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ReO, : Perrenato.

R¢: Factor de retencion.

RP-18: Fase reversa C-18. Tipo de fase estacionaria en cromatografia.
SF: Suero fisiologico.

SnCl;: Cloruro de estafio(ll)

Tc: Tecnecio. Elemento quimico.

9mMT¢: Tecnecio-99 metaestable. Radioisétopo.
9mTc0, : Pertecneciato de Tecnecio-99 metastable.
TLC: Cromatografia en capa fina.

25 Uranio-235. Radiois6topo.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

VPP: Valor predictivo positivo.

VPN: Valor predictivo negativo.

VSG: Velocidad de sedimentacion globular.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. PROTESIS ARTICULAR DE CADERA Y DE RODILLA

La cirugia protésica de cadera y rodilla ha experimentado un importante crecimiento en
las ultimas décadas. Ello es debido a un envejecimiento y mayor expectativa de vida
de la poblacién, la frecuente bilateralidad del proceso, la mejora del material y disefos
de las prétesis y a una técnica quirdrgica mas avanzada. Es una cirugia con evidente
beneficio para el paciente, ya que elimina espectacularmente el dolor y mejora su

calidad de vida.

La artroplastia moderna ofrece prétesis modulares, lo que significa que el cirujano
puede modificar sus componentes en funcidon de las necesidades del paciente. Estan
hechas principalmente de metal, ya sea en forma de aleaciones (cromo-cobalto,
cromo-cobalto-molibdeno, titanio-aluminio-vanadio) o metal puro (titanio) y plastico
(polietileno). Sus componentes pueden unirse al hueso de varias maneras, como en el
caso de las cementadas con polimetiimetacrilato o bien dependiendo de la formacion
de hueso nuevo alrededor de la prétesis, como por ejemplo aplicando hidroxiapatita en

su superficie o0 mediante materiales protésicos con recubrimiento poroso.

Tal y como se ha comentado, el numero de artroplastias de cadera y rodilla ha
aumentado con resultados clinicos excelentes, sin embargo, las proétesis sufren un
desgaste natural con el tiempo que suele acabar con la necesidad de un recambio
protésico. Existen diferentes causas que pueden conducir a un fallo de la protesis, que
pueden ir desde una sencilla osificacién heterotdpica hasta una fractura o dislocacioén,
aunque son relativamente raros y pueden ser diagnosticados radiograficamente (1).

Sin embargo, como consecuencia de una mayor vida media de las protesis articulares,



INTRODUCCION

la aparicion de un aflojamiento aséptico es cada vez mas frecuente y su diagnéstico
por técnicas de imagen suele ser mas complejo. La causa mas habitual se encuentra
en la reaccion inflamatoria a uno o varios componentes de la protesis (2) cuyos restos
pueden atraer y activar repetidamente fagocitos tisulares presentes normalmente
alrededor de las prétesis, hasta llegar a una estimulacién de la secrecién de citoquinas
proinflamatorias y enzimas proteoliticas que dafan al hueso y cartilago (3) y activan el
sistema inmunitario, alcanzando un punto que aparece osteolisis con pérdida del
soporte 6seo. Histologicamente se desarrolla una pseudomembrana de tipo sinovial
cuya composicion es variable. Los histiocitos son las células en mayor niumero pero

también se han identificado células gigantes, linfocitos y células plasmaticas (4,5,6)

El diagnéstico diferencial del aflojamiento aséptico debe realizarse con la infeccion de
la protesis, ya que sus manifestaciones clinicas son muy parecidas. Tan s6lo una
pequeia fraccibn de los pacientes sometidos a este tipo de cirugia experimenta
infeccion de la protesis, aunque constituye un serio problema clinico. En el diagnéstico
de este tipo de infecciones, la historia clinica, el examen fisico, los parametros clinicos,
la radiografia convencional, la aspiracibn de liquido articular y los cultivos
microbioldgicos tienen baja sensibilidad y suelen ser inespecificos (7,8,9). Ademas, la
presencia de prétesis metalicas causa artefactos en las técnicas de imagen con mayor
resolucién anatomica como la Tomografia Computerizada o la Resonancia Magnética

(10).

Clasificacion de infeccidn de proétesis:

Coventry en 1975 (11) y mas tarde Fitzgerald et al (12) describieron un sistema para

clasificar las infecciones en protesis total de cadera.

Las de tipo | se originan durante la operaciéon y son asintomaticas durante el periodo

post-operatorio inmediato. Son infecciones post-operativas tempranas. El paciente
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normalmente esta bajo seguimiento durante el primer mes después de la intervencion
y el diagnéstico se puede hacer basandose en la historia clinica y examen fisico.
Pueden aparecer signos sistémicos y el dolor es continuo. La herida puede ser
eritematosa, inflamada y puede haber drenaje purulento. Este tipo de infeccion no

suele representar un problema diagnéstico.

Las de tipo Il también se originan durante el acto quirdrgico pero el inicio de los
sintomas esta retardado (infecciones cronicas tardias). El paciente esta normalmente
bajo seguimiento entre seis meses y dos afios después de la operacion. Este tipo de
infeccién se asocia con una funcionalidad deteriorada y dolor creciente. Los hallazgos
en el examen no son especificos, son similares a los asociados con el aflojamiento
aséptico y requiere habitualmente de la realizacion de técnicas diagnosticas

complementarias.

Las de tipo Ill son las infecciones hematégenas. Son las menos frecuentes. Ocurren a
partir de los dos afios 0 mas y pueden existir desencadenantes como por ejemplo las
infecciones del tracto urinario asociadas a catéter. Existe generalmente un cuadro
febril acompafiado con un deterioro repentino del hueso. Estas infecciones son mas
probables que ocurran en pacientes con tratamiento inmunosupresor ya sea por
trasplante, por artropatia inflamatoria o bien en pacientes con bacteriemias recurrentes

(13).

Patogénesis de la infeccion de prétesis. Formacién de biofilms:

Para facilitar un diagnéstico y tratamiento 6ptimo de la infeccidn, es importante
entender la patogénesis del fendmeno de la formacién del biofilm. También ayuda a
entender por qué los signos y sintomas se alivian con un tratamiento antibacteriano
corto pero reaparecen pronto después del cese del mismo. Todas las proétesis

experimentan cambios fisiolégicos después de ser implantados. El acontecimiento mas
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temprano, y probablemente el mas importante clinicamente, es la competencia entre la
integracion de las células tisulares con la adhesion bacteriana en la misma superficie.
Los fluidos fisiolégicos inmediatamente cubren las superficies del material, en primer
término con proteinas séricas y plaquetas. La albumina, el mayor componente sérico,
se deposita rapidamente sobre el material de la prétesis y previene la activacion
inespecifica de los neutréfilos y el depésito de proteinas en las superficies. La
adhesiéon de S. aureus a los materiales de la protesis esta mediada por adhesinas, las
cuales fomentan el acoplamiento en superficies poliméricas o metalicas. La adhesion
de microorganismos progresa hasta la agregacioén de éstos formando un biofilm. Se
trata de comunidades estructuradas de bacterias que se adhieren mediante matrices
poliméricas propias a una superficie inerte o viva (14). Los biofilms crecen lentamente
y resisten a las respuestas celulares y humorales. Ademas, las bacterias quedan
protegidas y son menos susceptibles a la accidon de los antibioticos. Existen
microorganismos que desarrollan una substancia extracelular amorfa de naturaleza
polisacarida que facilita la adhesioén, captura los nutrientes y protege frente a los
antibiéticos ya que bloquea su penetracion y disminuye la quimiotaxis de los

granulocitos (15).

Fisiopatologia de la inflamacién e infeccién:

La inflamacién es una reaccién compleja del tejido frente a una agresion que puede
haberse causado por agentes fisicos, quimicos, inmunolégicos o incluso por radiacién.
Si el dafio esta causado o implica microorganismos vivos, ello conduce a la infeccion.
Independientemente de la causa que sea, la inflamacion es una respuesta inespecifica
y protectora frente a un dafio. Generalmente, la respuesta inflamatoria se caracteriza
por una hiperemia local (rubor, calor), edema o hinchazén (tumor) y algunas veces

dolor. Puede ser aguda o crénica. La aguda es la consecuencia inmediata al dafio y se



INTRODUCCION

asocia con cambios regionales o sistémicos como vasodilatacién, incremento de la
permeabilidad vascular y exudado. Estos eventos también van acompafados de
fendmenos locales como quimiotaxis y diapédesis, los cuales son mayoritariamente

regulados por mediadores endégenos producidos por las células (16)

Complicaciones de la cirugia protésica:

Los pacientes candidatos a cirugia para colocacion de prétesis articular presentan una
importante afectacion de la articulacion: dolor persistente, limitaciéon funcional y que no
mejoran con tratamiento médico. Es una intervencion paliativa y que carece de un
claro impacto de la supervivencia, pero en pacientes gravemente sintomaticos

comporta un importante alivio del dolor y una mejora funcional.

Es incuestionable que se trata de una cirugia satisfactoria, pero, desgraciadamente no
estad exenta de complicaciones. Ello implica la necesidad de un seguimiento clinico

meticuloso con la finalidad de poder diagnosticarlas y tratarlas.

El aflojamiento aséptico y la infeccion son las principales complicaciones en este tipo
de cirugia. El diagnéstico diferencial es muy importante ya que implica una pauta
terapéutica diferente. En el aflojamiento aséptico, en un mismo acto quirlrgico se
extrae y se recambia la prétesis, mientras que en el séptico, lo mas frecuente es
extraer la prétesis, dejar transcurrir un tiempo y cuando ya no hay infeccién reimplantar
una nueva. A menudo, este diagnostico es muy dificultoso, pues ambas entidades

presentan una misma clinica y los hallazgos anatomopatolégicos pueden ser similares.

La reaccion inflamatoria del proceso infeccioso es casi idéntica a la del aflojamiento
aséptico. En ambos, hay una respuesta inmune a un cuerpo extrafio que origina una

osteolisis, pero difieren en un aspecto importante y es que los neutréfilos
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practicamente siempre estan ausentes en el aflojamiento aséptico (< 10%) y estan

casi siempre presentes en la infeccion.

El aflojamiento es la complicacion mas frecuente en los diez afios posteriores a la
cirugia. En cadera, un 50% de los aflojamientos corresponden al componente femoral

y un 15% al acetabular. En rodilla, el aflojamiento suele ser en el componente tibial.

La infeccidén es la complicacion mas grave. Un tercio de las mismas se manifiestan en
los tres primeros meses postcirugia, otro tercio en el primer afio y el resto a partir del
afio. La incidencia de infeccién tras la primera cirugia es alrededor del 1% para la
prétesis de cadera y del 2% para la de rodilla. Este porcentaje aumenta tras una
segunda revision quirurgica, siendo del 3% para las prétesis de cadera y del 5% para
las de rodilla. Las infecciones crénicas son las mas frecuentes y las mas dificiles de

diagnosticar.

1.2. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL ENTRE INFECCION Y
AFLOJAMIENTO ASEPTICO

La infeccién de una artroplastia cursa clinicamente con dolor (habitualmente a lo largo
del primer afio de implante), calor, derrame e hinchazén. El paciente suele presentar
una ligera leucocitosis y una elevacion de la velocidad de sedimentacion.
Radiolégicamente, se observa una interfase entre el hueso y el material protésico que
se diagnostica como una linea radiolucida que se hace ancha e irregular. Se
acompafa de una neoformacién ésea reactiva peridstica. Los cultivos bacteriol6gicos

del derrame pueden ser positivos.

Ante esta situacion clinica, debe incluirse en su diagnéstico diferencial la posibilidad de
una infeccion de la prétesis articular, que si se confirma va a ser necesario recambiar.
Si los sintomas clinicos antes descritos son evidentes, la conducta quirlrgica es la

6
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extraccion del componente protésico infectado y colocar un recambio de la protesis
con proteccion antibiética directamente durante el acto quirirgico o la colocacion
temporal de un separador que contiene antibiéticos (recambio en dos tiempos). Tras la
cirugia, se administra al paciente tratamiento antibiético durante 2-3 meses y en un

segundo término se le coloca un nuevo implante protésico.

El analisis histolégico de las membranas periprotésicas o de la neocapsula articular
muestra que esta constituida por una superficie cubierta por fibrina, por debajo de la
que existe un tejido de granulacién con frecuentes leucocitos polimorfonucleares. Mas
profundamente se reconoce una banda de tejido conjuntivo, con fibrosis, con nidos de
histiocitos con pigmento férrico intracitoplasmatico y con un discreto infiltrado
inflamatorio cronico. No existe, o es minima, la reaccion granulomatosa de cuerpo

extrafio frente a particulas de los materiales de desgaste (17,18,19).

El aflojamiento aséptico de una artroplastia suele iniciarse clinicamente con dolor
varios afios después del implante protésico. Radiograficamente se detecta un aumento
de la linea radiolucida periprotésica que puede acompafiarse de intensas y focales
lineas de osteolisis, aunque no permiten distinguirlo de una complicacion infecciosa. El
tratamiento de un aflojamiento aséptico protésico articular es quirtrgico, desmontando
el componente movilizado asi como la membrana conjuntiva periprotésica y

reimplantando, en el mismo acto, la nueva prétesis.

El mecanismo fisiopatolégico que explica el aflojamiento aséptico protésico es una
respuesta al desgaste de microparticulas que provienen de los materiales del disefio
(metal, polietileno y/o “cemento”), que se acumulan en la neocapsula y posteriormente
ocupan la linea entre el hueso y el implante. Alli originan una reaccién tisular
histiocitaria y granulomatosa de cuerpo extrafio. Las microparticulas son fagocitadas
por los histiocitos en los que producen una activacion y produccion de substancias

tales como factor de necrosis tumoral o factor de crecimiento. Estos productos, a su
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vez, estimulan la secrecidon, por los osteoblastos vecinos, de prostaglandinas que
tienen un efecto de reabsorcién de hueso, tanto en esta situacion como en otras
diferentes (artritis reumatoide). La gruesa banda fibrohistiocitaria, interpuesta entre el
hueso y el implante protésico, unido a la reabsorcion del hueso endosteal, favorecen la
movilizacibn mecanica del implante, lo que a su vez origina mas materiales de
desgaste y un circulo vicioso progresivo. Las membranas que analiza el patélogo
tienen una estructura histoldgica bien estructurada. En la superficie puede observarse
una neosinovial con depositos focales de fibrina. Por debajo del epitelio existe una
proliferacién de histiocitos mononucleados que se disponen en sabana. En su seno, y
de manera focal, se pueden identificar los tres tipos de materiales ya resefiados.

De forma inhabitual, el aflojamiento aséptico debuta o se manifiesta como un
pseudotumor, en las proximidades de una artroplastia total. Consiste en una masa en
crecimiento, con una apariencia histolégica similar a la de las membranas
periprotésicas. Incluso se ha descrito como formada por granulomas
pseudosarcoideos, pero con una afectaciéon exclusivamente local, y sin afectacion

pulmonar o visceral.

También debe conocerse la posibilidad de circulaciéon de los materiales sintéticos ya
descritos a 6rganos a distancia (ganglios inguinales e intraabdominales, higado y
bazo), donde da origen a una idéntica reaccién granulomatosa de cuerpo extrafio que

la descrita en las membranas periprotésicas.
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1.3. TECNICAS DIAGNOSTICAS EN MEDICINA NUCLEAR

La Medicina Nuclear pretende realizar el diagnostico diferencial de la infeccidén y el

aflojamiento aséptico mediante radiofarmacos que alcancen el tejido diana.

El radiofarmaco ideal para estudios de imagen de la infeccion tendria que poseer las
siguientes caracteristicas: alta sensibilidad por el foco de infeccion, diferenciar entre
infeccion e inflamacion y entre infeccibn aguda y crénica, no ser téxico y ni
inmunogénico, alta especificidad, rapido aclaramiento de la circulacién, facil

preparacion, bajo coste y amplia disponibilidad.

1.3.1. Gammagrafia 6sea con 2°mTc-difosfonatos

Es una técnica accesible y facil de realizar. Ofrece una imagen de la actividad
metabdlica 6sea. Cualquier causa que estimule la neoformaciéon 6sea se manifiesta

gammagraficamente en una hipercaptacion del radiofarmaco.

Tras la implantacion de una prétesis, existe una estimulaciéon dsea periprotésica que
se traduce en una hipercaptacion del radiofarmaco. Estudios realizados muestran que
en pacientes asintomaticos dicha captacion puede persistir durante afios. Su duracioén
depende en parte del tipo de prétesis (el tiempo de protesis porosas es superior al de

cementadas).

En cadera ha sido descrito que el hallazgo de una hipercaptacién focal en vastago,
trocanter o acetabulo es tipica de aflojamiento mecanico, mientras que una
hipercaptacion difusa periprotésica es mas sugestiva de infeccion. Este patron difuso

es debido a la presencia de una osteolisis generalizada, pero hay que tener presente
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que ésta también puede existir en el aflojamiento aséptico, secundaria al propio
proceso inflamatorio. En rodillas, los patrones de captacion periprotésicos son aun

mas variables.

Asi pues, nos encontramos con unos hallazgos gammagraficos inespecificos que no
permiten realizar un diagnoéstico diferencial entre ambas entidades. Teniendo presente
que los dos tercios de las infecciones protésicas ocurren durante el primer afio tras la
implantaciéon, independientemente del tipo de localizacion, y que la captacion
periprotésica puede ser muy variable, tan s6lo una gammagrafia ésea normal descarta
la posibilidad de una complicacién relacionada con la proétesis. Por tanto, un estudio
positivo debe ser interpretado con mucha cautela, ya que es dificil poder diferenciar si
esta captacion corresponde a cambios postquirtrgicos, a un aflojamiento aséptico o a

un proceso infeccioso.

1.3.2. Gammagrafia con ¢7Ga

Como radiofarmaco, se utiliza en forma de citrato de ®’Ga. Tras su inyeccion
intravenosa, se acumula como analogo del hierro mediante su unién a la transferrina
sérica. Este complejo se extravasa en el lugar de la inflamacién a causa del aumento
local de permeabilidad vascular. En el tejido inflamado, el ®’Ga pasa a la lactoferrina
que es excretada localmente por los leucocitos o los sideroforos producidos por los
microorganismos (20). El citrato de ®’Ga se ha utilizado ampliamente en la practica
clinica en diversas infecciones agudas y cronicas y en la inflamacién no infecciosa
(21). Sin embargo, tiene varios inconvenientes que limitan su aplicacién clinica. La
especificidad es escasa, debido a la excrecion intestinal fisiologica y a la acumulacion
en tumores y zonas de remodelado 6seo (22,23). Ademas, el radiofarmaco tiene unas
caracteristicas de imagen desfavorables como un periodo de semidesintegracion largo
(78 horas) y una radiacion gamma de alta energia (93-889 keV) que provoca la
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absorcion de dosis altas de radiacién. Estas caracteristicas desfavorables y el
desarrollo de otros radiofarmacos han derivado en la sustitucién de los estudios con
®Ga por la gammagrafia con leucocitos marcados, si bien existen algunas
excepciones. La gammagrafia con leucocitos marcados tiene un valor limitado en
pacientes con sospecha de osteomielitis vertebral y parece que el estudio secuencial
con %’Ga es la mejor forma de diagnosticar este trastorno (21). Asimismo, en pacientes
inmunodeprimidos, el estudio con citrato de ’Ga es el de eleccion para detectar
infecciones oportunistas de las vias respiratorias (21). También se usa en la fiebre de
origen desconocido, por su capacidad de detectar procesos inflamatorios agudos y

cronicos y también neoplasias (21,24)

Tras la colocacion de la protesis, el °’Ga se muestra positivo en ausencia de infeccién
debido a la remodelacion ésea secundaria a su implantacion. De igual forma que la

gammagrafia ésea, es una exploracién sensible pero poco especifica.

La introduccion del estudio combinado de gammagrafia 6sea (**"Tc-difosfonatos) con
gammagrafia ®’Ga y comparando los estudios de ambas exploraciones consiguieron
aumentar la exactitud diagnéstica de infeccion al 70-80%. Para ello se establecieron
unos patrones de congruencia/incongruencia de captacién entre ambos trazadores.
Consideraron negativo para infeccion cuando la imagen de la gammagrafia con ®’Ga
es normal, independientemente del resultado de la gammagrafia ésea, o bien cuando
la distribucion espacial de los dos radiofarmacos es congruente. Consideraron positivo
para infeccién cuando los estudios presentaban una distribuciéon espacial incongruente
o bien cuando la distribucién es espacialmente congruente pero la intensidad de la
captacion de ®’Ga es superior a la del ®™Tc-difosfonato. La situacién mas habitual
corresponde a un patron congruente en que debe valorarse de forma visual si existe
una mayor captacion de *™Tc-difosfonato o de ®’Ga, lo que supone una importante

dificultad técnica y de dificil interpretacion.
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1.3.3. Gammagrafia con leucocitos marcados

1.3.3.1. Leucocitos marcados in vitro

Los estudios de imagen que utilizan leucocitos autélogos marcados in vitro se
desarrollaron en el decenio de los afos setenta. Se extrae una muestra de sangre (=
50 ml) y se separan los leucocitos de los eritrocitos. A continuacion, se marcan con
isotopos radiactivos ('''In o *™Tc) y se inyectan de nuevo al paciente. Con los
procedimientos de marcaje habituales, sbélo se dafian unos pocos granulocitos,
contrariamente a los linfocitos, que resultan dafiados en su mayoria. Las células
danadas son eliminadas de la circulacion rapidamente (25). Tras la administracion
intravenosa, los leucocitos radiomarcados quedan inicialmente secuestrados en los
pulmones, pero después salen rapidamente de ellos. EI marcador radiactivo es
eliminado rapidamente de la sangre y en la mayor parte de los casos la captacion en
infiltrados granulociticos es considerable, mientras que una parte importante de los
leucocitos se acumulan en el bazo y el higado. Los leucocitos autblogos se pueden
marcar con ' 'In-oxina (26) o con *™Tc-HMPAO (27). Los leucocitos marcados con
9MTc-HMPAO han sustituido a los marcados con ''In-oxina en la mayor parte de las
indicaciones debido a las mejores caracteristicas fisicas del is6topo radiactivo. Como
resultado de la biodistribucion de los leucocitos marcados con *™Tc-HMPAO, es
preferible usar los marcados con '"'In-oxina para la evaluacién de los rifiones, la vejiga
y la vesicula biliar. También cuando son necesarias las imagenes tardias, como en el
caso de infecciones cronicas (28). La precision diagnéstica es buena, pero la
preparacién de las células marcadas es dificil y se necesita personal experimentado
unas 3 horas. Ademas, la necesidad de manipular sangre potencialmente contaminada

puede ser un factor de riesgo en el contagio de enfermedades (29).
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Las principales indicaciones clinicas de los leucocitos radiomarcados son la
enfermedad inflamatoria intestinal, la osteomielitis, el seguimiento de pacientes con
infecciones de proétesis vasculares u ortopédicas e infecciones de partes blandas

(28,30,31).

Siempre ha existido la preocupacién por la posibilidad de que las gammagrafias con
leucocitos marcados puedan pasar por alto las infecciones cronicas, puesto que éstas
originan una respuesta de las células granulociticas mas pequefia que las infecciones
agudas. Sin embargo, en un estudio realizado en 155 pacientes se demostrdé que la
sensibilidad en la deteccion de infecciones agudas (90%) no era significativamente

diferente a la sensibilidad para la deteccion de infecciones cronicas (86%) (32).

El mecanismo de captacion de los leucocitos marcados a nivel de los focos infecciosos
depende de la quimiotaxis del complejo y forma parte de la respuesta inmunolégica
normal frente a una infeccibn. Depende también del nimero y del tipo de células
marcadas. La mayoria de células que se marcan son neutrofilos y, por tanto, la
exploracion sera util sobre todo en procesos inflamatorios con predominio de
infiltracién neutréfila. Basandonos en este aspecto, la gammagrafia con leucocitos
marcados deberia ser la exploracion ideal para diagnosticar la infeccién protésica,
debido a que los neutrédfilos siempre estan presentes en esta infeccion y a que los
leucocitos no se depositan en regiones en las que unicamente hay un aumento del

recambio 6seo sin infeccion, como es el caso del aflojamiento.

La interpretacion del estudio con leucocitos marcados requiere una comparacion entre
la regién de interés y una zona é6sea de referencia. En el caso de las prétesis, la
captacion del radiofarmaco periprotésica se compara habitualmente con la captacion
Osea de radiofarmaco adyacente o con la del lado contralateral. Se ha observado que,
si bien un estudio negativo practicamente excluye una infeccion, un estudio positivo no

siempre necesariamente corresponde a proceso infeccioso (sensibilidad 80-90% y
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especificidad 30-40%). La gran cuestién que se nos puede plantear seria que si no hay
infeccion, por qué se observa captacion de leucocitos. La respuesta esta en que existe
un pool leucocitario en médula ésea y el depdsito de leucocitos corresponde a una

captacion fisiolégica medular.

En adultos, la médula 6sea hematopoyéticamente activa estd localizada en el
esqueleto axial y en la epifisis proximal de huesos largos, por lo que en principio
cualquier depésito de leucocitos fuera de estas localizaciones podria ser sugestivo de
infeccion. Sin embargo, se ha observado que existen una serie de procesos que
pueden variar su configuracién espacial normal y entre ellos esta la colocacion de una
prétesis osteoarticular. Al implantar una protesis se produce un desplazamiento y una
conversion de médula ésea grasa en hematopoyética. Por consiguiente, hay que tener
en cuenta que una captacién de leucocitos puede ser debida a un foco medular o a un

foco infeccioso.

Para poder realizar fielmente un diagnéstico certero se vio necesario comparar la
gammagrafia con leucocitos marcados con otra gammagrafia que utilizase un
radiofarmaco que se captase por la médula ésea; los coloides (radiocoloides). Por
consiguiente, se introdujo la exploracion conjunta de una gammagrafia con leucocitos
marcados y una gammagrafia de médula 6sea con coloide (**™Tc-microcoloide). De
este modo se llega a excluir que la captacién positiva de leucocitos fuera debida a
captacion fisiolégica por parte del pool leucocitario de la médula ésea desplazado por
la prétesis. Se establecen unos patrones de congruencia/incongruencia entre ambas
exploraciones. Un patréon congruente no es sugestivo de infeccidn y corresponde a una
captacion de los radiofdrmacos similar y coincidente. La captacién leucocitaria se
interpreta como fisioldégica y corresponde a médula ésea normal desplazada. Un
patron incongruente si que es sugestivo de infeccion. Ocurre cuando hay captacion de
leucocitos pero no de coloide o bien cuando la captacidon leucocitaria muestra una

intensidad superior a la del coloide. Basandose en estos patrones se puede obtener

14



INTRODUCCION

una sensibilidad el 100% y una especificidad el 97% tanto en prétesis de cadera como
de rodilla. Se ha descrito que la sensibilidad de la técnica es independiente de la
terapia antibiotica y, ademas, sugiere que los resultados falsos negativos pueden
deberse a una cronicidad del proceso y los falsos positivos a una severa respuesta
inflamatoria celular. La demora en el tiempo hasta llegar al diagnéstico y el mayor
numero de pruebas a realizar, asi como el procedimiento mas laborioso y no exento de
riesgos para quien realiza el marcaje in vitro de leucocitos, son una desventaja para el

uso combinado de dichas exploraciones.

1.3.3.2. Leucocitos marcados in vivo

Un método para marcar los leucocitos in vivo es mediante uso de anticuerpos
monoclonales marcados radiactivamente frente a antigenos de superficie especificos
presentes en los granulocitos. Tiene como ventaja frente a los leucocitos marcados in
vitro que los procedimientos de marcaje son mas faciles y no es necesario manipular
sangre potencialmente contaminada. No obstante, presentan desventajas, como el
elevado peso molecular, que resulta en una mayor lentitud en su difusion para
alcanzar la diana, alarga la semivida plasmatica y provoca captacion en el higado

debido al sistema reticuloendotelial.

El uso de anticuerpos de origen murino a veces induce la produccion de anticuerpos
humanos anti-ratén, los cuales pueden causar reacciones alérgicas y alterar la
farmacocinética cuando se administran inyecciones repetidas (33). Sin duda, se trata
de una limitacion para llevar a cabo estudios de seguimiento. El uso de fragmentos de
anticuerpos o su humanizacién podria ayudar a superar la mayor parte de estas
limitaciones ya que, tedricamente, la inmunogenicidad es menor y la depuracion

sanguinea mas rapida.

Se localizan en procesos infecciosos en mayor medida por la extravasacion
inespecifica que provoca el aumento local de permeabilidad vascular (34,35) ademas
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de, naturalmente, por su unién especifica al antigeno correspondiente. Su
comportamiento es similar al del granulocito. Presentan ciertas ventajas frente a los
leucocitos marcados como por ejemplo la no manipulacién de la sangre, facil
preparacién, union selectiva a los granulocitos. Existen anticuerpos antigranulocitos
completos como el Besilesomab (**"Tc; Scintimun®) que se trata de una IgG1 que se
une al antigeno se superficie NCA-95 de la membrana de granulocitos y promielocitos
humanos. También existen fragmentos de anticuerpos como el Leukoscan®, el cual es
un fragmento de anticuerpo monoclonal murino derivado de un completo IgG1. Se une
fuertemente al antigeno de superficie cruzada NCA-90 presente en los granulocitos
humanos. Presenta una menor captacién en médula ésea que el anticuerpo completo

y es el mas usado.

La interpretacion de la imagen gammagrafica con ambos radiofarmacos es similar.
Suele realizarse a partir de las 4 horas postinyeccién. La exploracién se considera
positiva de infeccion cuando la captacion del radiofarmaco en la region protésica es
superior a la de tejidos blandos, al tejido circundante o al hueso contralateral; y no
considera sugestiva de infeccién cuando la captacién es similar y no se detectan focos
hipercaptantes. En prétesis de rodilla se ha descrito una captacion de caracteristicas
inespecificas llamada cap shape sign (o en forma de gorro) que refleja actividad

sinovial articular y no necesariamente infeccion.

Se han observado falsos negativos en infecciones cronicas de bajo grado y con severa
neutropenia y falsos positivos en pacientes con metalosis, granuloma periprotésico,
aflojamiento severo de la prétesis y hemartrosis sinovial. El tratamiento antibiético,
antiinflamatorio e inmunosupresor no parece afectar la capacidad diagnostica de esta

exploracion.

Respecto al estudio combinado de gammagrafia con leucocitos marcados y

gammagrafia de médula ésea, muestra unos resultados de especificidad algo
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inferiores y la interpretacion es algo mas dificultosa, pero ha demostrado ser una
buena alternativa en aquellos centros que no disponen de la infraestructura para

realizar el marcaje de leucocitos.

1.3.4. Gammagrafia con radiofarmacos en investigacion

Péptidos quimiotacticos bacterianos:

El formilo-Met-Leu-Fe fue uno de los primeros evaluados para visualizar focos
infecciosos. Los péptidos quimiotacticos son sustancias producidas por las bacterias y
que se unen a receptores de granulocitos y monocitos con gran afinidad (36). Todos
los analogos, marcados con *™Tc o con ""'In, mostraron una localizacién preferente en
infecciones focales en la primera hora siguiente a la infeccién (37,38). Sin embargo, se
comprob6é también que dosis bajas del péptido inducian una granulocitopenia
pasajera. Se desarrollaron varios antagonistas para evitar esta actividad biolégica no
deseada del péptido quimiotactico radiomarcado pero éstos presentaban captaciones
mas bajas en los focos infecciosos, en la mayoria de los casos a causa de la menor
afinidad de los receptores (39,40). Asi pues, estudios preclinicos han demostrado que
es posible la visualizacién de la infeccion mediante péptidos quimiotacticos marcados
radiactivamente, aunque su captacién por los focos infecciosos es escasa y parece

que los efectos sobre los recuentos de leucocitos dificultan un mayor desarrollo clinico.

Interleucina 1:

Se une con gran afinidad a receptores especificos expresados en los granulocitos,
monocitos y linfocitos. Estudios en ratones con infecciones focales por S. aureus
mostraron acumulacion de IL-1 marcada con yodo radiactivo en el lugar de la infecciéon

(41). Desafortunadamente, sus efectos bioldgicos (hipotension, cefaleas), incluso a
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dosis muy bajas (10 ng/kg), hacen imposible la aplicacién clinica. Por este motivo, se
investigd el antagonista del receptor de la IL-1, el cual es producido de forma natural
(IL-1ra), como posible agente en estudios de imagen. Dicho antagonista se une a
receptores de la interleucina 1 con una gran afinidad pero, al no activar la via de la
transduccién de la sefial, no cabe esperar efectos biolégicos adversos. En un estudio
comparativo en conejos con infeccion por E. coli, la captacién del antagonista (IL-1ra)
radiomarcado con yodo fue similar a la de la propia IL-1 (42). En pacientes con artritis
reumatoide se consiguio visualizar correctamente las articulaciones inflamadas usando
IL-1ra marcado con '?I. Sin embargo, este agente se eliminaba principalmente por via
hepatobiliar, por lo que es poco adecuado para la visualizacién de lesiones infecciosas

e inflamatorias en el abdomen (43).

Interleucina 8:

Es una pequefa proteina quimiotactica que se une con gran afinidad a los receptores
de los neutréfilos (44). La capacidad de la IL-8 radiomarcada para visualizar la
inflamacién fue descrita por primera vez en 1997 (45). En un estudio piloto realizado
en 8 pacientes diabéticos, se demostré que la IL-8 marcada con yodo podia visualizar
infecciones activas en los pies (46). También se ha desarrollado un radiofdrmaco de
IL-8 marcada con **"Tc, utilizando HYNIC como quelante (47,48). La gran actividad
especifica del preparado permite la inyeccién de dosis muy bajas, por lo que no es

esperable que exista una citopenia ni siquiera temporal.

Factor plaquetario 4:

Se trata de una citoquina quimiotactica. Existen analogos marcados con **"Tc los
cuales se han usado para comprobar su aplicaciéon en la deteccibn gammagrafica de

infecciones e inflamaciones (49). Debido a la alta captacion fisiologica en los
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pulmones, este radiotrazador no estara indicado en diagnosticar infecciones

pulmonares.

Antagonistas del Leucotrieno B4:

El leucotrieno B4 es un potente factor quimiotactico que activa los granulocitos vy
macrofagos y es un mediador, tanto en enfermedades inflamatorias agudas como
cronicas. Tiene gran afinidad por los receptores expresados en los neutréfilos
humanos. Se sintetizd6 un antagonista marcado con **"Tc para administrar a conejos y
permitié la visualizacion de infecciones por E. coli. (50) y también para visualizar
endocarditis experimentales en canes (51). Sin embargo, el radiotrazador es un
compuesto altamente lipéfilo, que se elimina principalmente por via hepatobiliar y
causa una captacion elevada intestinal. Otro compuesto mas hidréfilo y marcado con
"In se sintetizé y administré en conejos con infeccion intramuscular por E. coli,
pudiéndose visualizar correctamente. El radiofarmaco se elimindé exclusivamente por

los rifones y no se observé acumulaciéon de radiactividad intestinal (52).

Interleucina 2:

La inflamacién crénica se caracteriza por infiltracion de monocitos y linfocitos. Asi
pues, para visualizar procesos inflamatorios crénicos, se deberian aplicar ligandos de
receptores sobre estas células mononucleares. La IL-2 marcada radiactivamente se
dirige a los receptores de IL-2 expresados en los linfocitos T activados. Marcada con
'3 se ha usado en pacientes con diabetes tipo | con resultados satisfactorios (53,54).
Estudios realizados en pacientes con tiroiditis de Hashimoto, enfermedad de Graves,
Crohn y enfermedad celiaca demostraron la localizacién de la IL-2 marcada con %3l o
®MTc en el lugar de la infiltracion linfocitica (55). En pacientes con enfermedad de

Crohn activa, la captacion focal de '3|-IL-2 en la pared intestinal disminuyé después

del tratamiento con corticosteroides y esta técnica podria ser Gtil para controlar el
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efecto del tratamiento (56). Los resultados en pacientes con enfermedad celiaca
fueron compatibles con el numero de células con receptores de IL-2 positivos
infiltrados, determinado por histologia en la mucosa del yeyuno (57). También se
observdé acumulacién en las glandulas tiroideas de pacientes con tiroiditis de

Hashimoto y enfermedad de Graves (58).

1.3.5. Gammagrafia con antibidticos marcados

99mTc-ciprofloxacino:

Se trata del mas usado y estudiado tanto a nivel preclinico como clinico. El
ciprofloxacino es un antibiético de la familia de las quinolonas indicado para combatir
numerosas infecciones. Con el *™Tc-ciprofloxacino es con el que se han obtenido
resultados mas interesantes, puesto que el foco infeccioso se puede detectar incluso
antes que la migracion leucocitaria sea evidente. Como se ha visto anteriormente, la
gammagrafia con leucocitos marcados también es capaz de detectar infecciones, pero
no logra diferenciarlas de una inflamacién aséptica. El ®™Tc-ciprofloxacino es mas
especifico para infeccion bacteriana, ya que se une a la DNA girasa de bacterias vivas
pudiéndolas visualizar directamente. Este agente, desarrollado en la década de los
noventa, combina las excelentes propiedades fisicas del **™Tc y la capacidad de unién
a bacterias del ciprofloxacino. Inicialmente, con estudios in vitro y preclinicos con
animales de experimentacion, se demostr6 que se acumulaba en los abscesos
causados por bacterias vivas y, en cambio, no en inflamacién aséptica o abscesos con

bacterias muertas (59).

El primer estudio clinico realizado incluyé 56 pacientes con sospecha de infecciones
bacterianas y alcanz6 un 84% de sensibilidad y un 96% de especificidad en el total de
la serie, los cuales fueron mejor que los obtenidos mediante los leucocitos marcados

(81% y 77% respectivamente). Los falsos negativos en las imagenes con *™Tc-
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ciprofloxacino se atribuyeron al tratamiento previo recibido por los pacientes antes de
someterse a la prueba. Las imagenes se evaluaron a la hora, cuatro horas y
ocasionalmente a las 24 horas después de la administracién intravenosa del antibi6tico
marcado y a las cuatro y 24 horas en al caso de leucocitos marcados con "'In. Los
autores creyeron que esta técnica tenia una serie de ventajas respecto a los leucocitos
marcados. En primer lugar, el *™Tc-ciprofloxacino no requiere manejo de sangre con
la correspondiente disminucion del riesgo de infeccion por VIH o hepatitis por parte del
operador. En segundo lugar, el *™Tc-ciprofloxacino es técnicamente mas facil y el
marcaje menos laborioso. En tercer lugar, este método es independiente del estado
celular del paciente. Ademas, el *"Tc-ciprofloxacino no es captado por la médula 6sea

(60).

Otro estudio clinico incluy6 99 pacientes, 61 de ellos con sospecha de infeccion ésea.
El *™Tc-ciprofloxacino mostré un 89% de sensibilidad y un 90% de especificidad. En
s6lo en 15 individuos se realizaron las imagenes a las 24 horas y se consideraron

innecesarias (61).

En otro estudio se obtuvo una sensibilidad de sélo un 70,3% mientras que la
especificidad fue del 93,1%. No hubo diferencias significativas respecto a si los
pacientes seguian o no tratamiento antibiético entre los grupos positivos y los
negativos a **"Tc-ciprofloxacino. Hubo 3 falsos positivos que coincidian con artritis
reumatoide y psoriasica en las manos. La experiencia del autor fue que la mayor parte
de las imagenes correspondientes a falsos positivos, vistos a las 4 horas post-
inyeccién en las inflamaciones cronicas sin componente infeccioso, eran negativas en

las imagenes de las 24 horas (62).

En experimentos con animales el *™Tc-ciprofloxacino es captado solamente por las
bacterias y no en abscesos estériles. Inflamaciones sin infeccion como la colitis

ulcerosa o la enfermedad de Crohn fueron negativas con el antibiético marcado, pero
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fueron positivas con los leucocitos marcados. Los resultados in vitro indican que los
leucocitos no captan o captan sustancialmente menos *™Tc-ciprofloxacino que las
bacterias, incluso a pesar de presentar resistencias al antibiotico, puesto que se

observaron cinco casos de resistencias con imagenes positivas (62).

Amaral et al (63) describieron una discordancia entre leucocitos marcados y *™Tc-
ciprofloxacino concluyendo que este ultimo seria mejor en infecciones del esqueleto

axial.

En 2001, dos grupos publicaron buenos resultados con %*™Tc-ciprofloxacino en
infecciones ortopédicas en comparaciéon con los leucocitos marcados con *™Tc-
HMPAO en 51 pacientes (64) o con la combinaciéon de gammagrafia 6sea mas ' Ga en
22 pacientes (65). En el primer estudio, el *™Tc-ciprofloxacino fue positivo en 11 de 12
infecciones en un subgrupo de 18 pacientes con 23 sospechas de infecciones (entre
cadera, rodillas y fémur) mientras que los leucocitos detectaron 7. La sensibilidad y
especificidad fueron altas, aunque solamente realizaron adquisiciones a las 24 horas
en los casos sospechosos. En el total de la serie, 16 de 24 rodillas estudiadas

mostraron acumulacion en la cavidad sinovial que a veces disminuia a las 24 horas.

En el segundo estudio, sélo se efectuaron imagenes a la 1 y 4 horas. Constaba de 15
pacientes con protesis de cadera y 4 de rodilla. Los mejores resultados se alcanzaban
cuando un ligero aumento de la captacién del **"Tc-ciprofloxacino se consideraba
negativo para infeccién dado que, al considerarlo positivo de infeccidon la sensibilidad
aumentaba (de 85% a 92%) pero la especificidad disminuia drasticamente (de 92% a
23%). La gammagrafia con ®’Ga mostraba un 78% de sensibilidad y especificidad del
100%. Los autores concluyeron que una ligera captacién no se ha de considerar

infeccién sino que ha de haber captacion significativa.

En un trabajo realizado por Dumarey et al. (66) con 30 pacientes con sospecha de

osteomielitis o artritis séptica y 41 controles se puntuaba la captacién de *"Tc-
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ciprofloxacino de 0 a 2. Considerando un valor de 2 como positivo de infeccion, la
sensibilidad era del 84,2% vy la especificidad del 54,5%. Considerando, ademas, un
valor de 1 como infeccion, la especificidad baj6é hasta el 27,3%. El estudio incluia 3
nifos cuyos cartilagos en crecimiento mostraron captacion. Se vieron falsos positivos
en proétesis de rodilla no infectadas, pseudoartrosis con necrosis de implante 6seo,
reumatismo y fibrosis post-operatoria en la zona lumbar. En el grupo control con 41
pacientes sin enfermedad infecciosa ni inflamatoria, se observé captaciéon en el 17%
en caderas, 49% en espina lumbar, 58% en articulaciones sacro-iliacas, 58% en
rodillas, 75% en mufiecas y 82,1% en hombros. La conclusién de los autores fue
considerar correcta la sensibilidad de la técnica, pero no la especificidad para la
infeccién de hueso y articulacion. El hecho de asignar una puntuacién de este tipo no

es demasiado acertado, ademas teniendo en cuenta el numero de falsos positivos.

En un estudio multicéntrico patrocinado por la Agencia Internacional de la Energia
Atomica, que incluia 879 pacientes con 194 prétesis articulares, se encontraron
muchos falsos positivos, especialmente durante el primer afio y particularmente en
pacientes con artropatias activas en articulaciones grandes como la artritis reumatoide
y cuando solamente se adquirieron imagenes a la hora y 4 horas. Los mejores
resultados se obtuvieron en osteomielitis (sensibilidad del 90,5% y especificidad del
72,8%; n=228) y en infecciones de proétesis osteoarticulares (sensibilidad del 96% y
especificidad del 91,6%; n=194) (67). El gran niumero de falsos positivos son un punto
a tener en cuenta y en este estudio no dan una respuesta. Quizas la preparacion del
radiofarmaco contenia una proporcion de radiocoloides pequefia pero suficiente para

alterar estos parametros diagnésticos.

La biodistribucion y dosimetria también fueron evaluadas en otros trabajos (68).
Aproximadamente un 60% de la actividad inyectada se recuperaba en orina a las 24
horas. La pared de vejiga urinaria, tiroides, la parte alta y baja del intestino grueso y el

utero recibieron la mayor dosis absorbida. Se observé baja captacion cerebral,
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pulmonar, medular y hepatica, permitiendo la adquisicion de imagenes de cuerpo

entero.

Otros antibidticos marcados con 99mTc:

99mTc-enrofloxacino: el enrofloxacino es un antibiético de la familia de las

quinolonas, inhibe la DNA girasa y es activo frente a bacterias grampositivas y
gramnegativas. Siaens et al (69) lograron marcarlo para explorar infecciones inducidas

en ratas.

99mTc-pefloxacino: es una quinolona marcada (70) que se ha administrado a

ratas infectadas por E. coli y a ratas con soélo inflamacion, observandose una mayor

captacion en los roedores infectados.

99mT c-ceftizoxima: la ceftizoxima es una cefalosporina de tercera generaciéon con

un amplio espectro de accién contra productores de beta-lactamasas. El antibiético se
une a la pared celular e inhibe la sintesis de peptidoglucano. En el afio 2002, Gomes
et al lo marcaron e inyectaron en ratas con mdusculo infectado por E. coli,

observandose una captacion identificable (71).

99mTc-vancomicina: es un glucopéptido que inhibe la sintesis de la pared celular.
Se investigd su actividad bilégica en un modelo de infeccion o inflamacién en ratas
(72) reportando una mayor captacion en los animales infectados por S. aureus que en

aquéllos con una inflamacion inducida por turpentina.

99mTc-kanamicina: es un antobiodtico bactericida que inhibe la sintesis de

proteinas en microorganismos sensibles. Fue marcado por Roohi et al (73) vy
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administrado en animales de experimentacion infectados por S. aureus con resultados

favorables, es decir, captaciones a nivel de la infeccién.

99mTc-alafosfalina: la alafosfalina es un acido dipéptido fosfénico que inhibe
selectivamente la biosintesis de peptidoglucano y es activo frente a bacterias
grampositivas y gramnegativas. Tsopelas et al. (74) evaluaron su acumulacién en
ratas infectadas por S. aureus. Encontraron que, se excreta principalmente por via

renal (>60% pasadas 4 horas). Se plante6 su utilidad en osteomielitis.

99mTc-cefoperazona: es una cefalosporina de tercera generacion, activa frente a
un gran numero de bacterias aerdbicas y anaerdbicas, tanto grampositivas como
gramnegativas. En un trabajo llevado a cabo por Motaleb (75) se administré el
antibiotico marcado a ratas infectadas por S. aureus. La maxima captacién en la

infecciéon se alcanzo a los 45 minutos.

99mTc-cefuroxima axetilo: Se trata de una cefalosporina de amplio espectro.

Lambrecht et al (76,77) marcaron el antibiético para evaluar su potencial uso en
modelos de roedores infectados. Se retuvo en las areas infectadas con buenos valores

a las 4 horas postinyeccion.

A continuacién se muestran las estructuras quimicas de los antibiéticos sin marcar

(78):
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1.3.6. Tomografia de emision de positrones con 18F-
Fludesoxiglucosa

La Tomografia de emision de positrones (PET) con '®F-Fludesoxiglucosa (FDG) nos
indica la presencia de células inflamatorias hiperglicoliticas y ello sugiere que nos
permitiria realizar el diagnostico o exclusiéon de la infeccidbn de protesis. Se han
realizado diversos estudios en pacientes portadores de prétesis articular para valorar
su eficacia en el diagnostico de infeccidn. En uno de ellos se observa que un aumento
de captacion del radiofarmaco en la interfase hueso-protesis, independientemente de
la intensidad de captacion, sugiere infeccion. La sensibilidad, especificidad y exactitud
diagnostica de la PET para detectar infeccion en prétesis de rodilla fue 90,9%, 72% y

77,8%. En protesis de cadera fue 90%, 89,3% y 89,5% respectivamente (79).

En otro estudio, se diferencia sepsis de aflojamiento dependiendo de la intensidad de
captacion de la FDG en la interfase. Si la captacion es intensa significa infeccion, si es
intermedia aflojamiento y si se localiza en la sinovial es compatible con una sinovitis

(80).

Otros autores establecen unos patrones de captacion de FDG y cuando ésta se
localiza en la interfase del acetabulo se trata de un aflojamiento acetabular, si se
localiza en la interfase lateral del segmento proximal o distal del fémur corresponde a
un aflojamiento femoral, mientras que si se detecta en el segmento medio sugiere
infeccién. Obtienen unos resultados de exactitud del 72-78% en el aflojamiento y del

89% en infeccion (81).

En una opinién opuesta a los tres estudios citados, otros grupos de trabajo llegan a la
conclusion de que la PET no puede diferenciar el proceso inflamatorio del aflojamiento
aséptico del de un proceso infeccioso, independientemente de la localizacién de la

prétesis, dado que los dos procesos son metabdélicamente activos y por tanto muestran
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hipercaptacion del radiofarmaco (82). Un estudio comparativo entre PET y la
gammagrafia con leucocitos marcados mas la gammagrafia medular pone de
manifiesto que la PET no aporta beneficios al estudio combinado con leucocitos
marcados mas la gammagrafia medular y que no hay patron caracteristico de

aflojamiento séptico/aséptico en la PET (83).

Mediante una busqueda sistematica de los estudios mas relevantes publicados en las
bases de datos PubMed, MEDLINE y Embase se realiz6 un metaanalisis (84). Dos
revisores asesoraron de forma independiente la calidad metodologica de cada estudio.
Se documenta la sensibilidad y especificidad de cada estudio desglosandolo en
subgrupos en aquellos casos en que la muestra es heterogénea y asi lo requiere. Se
incluyen 11 estudios (635 protesis de cadera o rodilla). La sensibilidad y especificidad
global de la PET para detectar infeccion fue de 82% y 86%, respectivamente. Los
resultados del metaanalisis indican que las caracteristicas de los estudios analizados
permiten etiquetar la valoracion de este metaanalisis como de calidad moderada/alta.
Sin embargo, se recomienda cautela en la interpretaciéon de los resultados dada la
heterogeneidad de los trabajos. Para validar la técnica PET con FDG en el diagnéstico
diferencial de infeccidon de prétesis articulares de cadera y rodilla se requieren futuros
estudios que comparen la PET con la gammagrafia con leucocitos marcados para
decidir cual de ellos es mas coste-efectivo. Este trabajo demuestra que la experiencia
de la PET en este campo es todavia muy limitada, con estudios heterogéneos,
especialmente en los criterios de inclusién y en la valoracion de los hallazgos
observados en las imagenes de la PET. No se distinguen las cifras obtenidas teniendo

en cuenta la ubicacién de la prétesis.

29



INTRODUCCION

1.4. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA A LAS
QUINOLONAS

Las bacterias resistentes a las quinolonas alcanzan relevancia en la practica clinica
como resultado de la terapia con estos agentes. Su efecto citotdxico depende de que
penetre a través de la membrana bacteriana y alcancen su diana celular (DNA girasa o
topoisomerasa V) para inducir la muerte de la célula. Los mecanismos de resistencia

bacteriana a las quinolonas pueden agruparse en tres categorias:

1. Resistencias de tipo cromosémico que dan lugar a mutaciones en segmentos
definidos de los genes que codifican para la DNA girasa (especialmente en la
subunidad A) y a la topoisomerasa |V, dando lugar a las QRDR (“Quinolone

Resistance-Determinig Region”) (85)

2. Resistencias por alteraciones en la membrana externa bacteriana que
disminuyen la penetracion intracelular del farmaco. Estas modificaciones se
originan en alteraciones de los genes que codifican los canales de las porinas,

lo que impide la entrada del quimioterapico en la bacteria.

3. Resistencias basadas en la expulsion del antibacteriano desde el medio

intracelular al extracelular por accién de transportadores activos.

En relacion con el primer mecanismo mencionado, los estudios iniciales, centrados
en E. coli, demostraron que la resistencia a las quinolonas se produce
normalmente por mutaciones en regiones definidas en las proteinas GyrA o GyrB
(86,87,88). Las mutaciones en las regiones equivalentes de las proteinas ParC o
ParE tienen lugar tras las acontecidas en la girasa, y generalmente producen altos
grados de resistencia a estos farmacos (89). Por ello, se identificé a la girasa como

principal diana de las quinolonas.
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Las mutaciones en la girasa o topoisomerasa IV no son los Unicos mecanismos de
resistencia que desarrollan los microorganismos frente a la accion de los agentes
antibacterianos, pues las resistencias pueden estar condicionadas también por los
procesos de transporte a través de la membrana (90). Asi, el papel fundamental
que ejercen los canales de las porinas en la difusién de las quinolonas hidrofilicas
a través de la membrana externa de las bacterias gram-negativas, quedd
respaldado por la observacién de que numerosos mutantes Mar (multiple antibiotic
resistant), que mostraban resistencias a estos agentes, tenian en comun la
reduccién del numero de OmpF, la principal y mayor proteina de las porinas de la
membrana externa de E. coli (91). Ello sugiere que las quinolonas hidrofilicas
deben entrar en la célula bacteriana, al menos en parte, a través del canal de la

porina OmpF.

Estas cepas mutantes Mar de E. coli expresan resistencias codificadas por
cromosomas frente a una gran variedad de antibi6ticos hidrofilicos e hidrofébicos
estructuralmente no relacionados. Entre los cambios que presentan estos
mutantes Mar en la membrana externa destaca la importante reduccion de la
porina OmpF. Estas observaciones implican que la reducciéon de OmpF requiere
mutaciones en la regidén génica marA (92), es decir, las mutaciones en los locus
marA confieren resistencia a varios grupos de antibidticos, entre ellos las
quinolonas, por un mecanismo que reduce la permeabilidad al disminuir la
expresion de la OmpF. Las mutaciones que afectan a la permeabilidad confieren
bajos grados de resistencia a las quinolonas y producen habitualmente

resistencias cruzadas con otros antibi6ticos estructuralmente no relacionados (91).

Como norma general, se considera que un tamafio voluminoso, la carga negativa y
un aumento de la hidrofobicidad retrasan la penetracion de los antibacterianos en
los microorganismos gramnegativos a través de los canales de las porinas (93).

Por otro lado, las moléculas hidrofébicas parecen utilizar una ruta alternativa de
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difusion a través de lipopolisacaridos (94). Algunos autores han demostrado que la
hidrofobicidad de los compuestos parece tener relevancia tanto en grampositivos
como gramnegativos, mientras que el elevado peso molecular es un factor

limitante sélo para los microorganismos gramnegativos.

Posteriormente se conoci6 la implicacion en la resistencia a las quinolonas del
tercer mecanismo sefialado: la bomba de expulsidén activa. Las quinolonas son
sustratos de este transportador que actia extrayendo el farmaco desde el medio
intracelular al extracelular e impide asi la acumulacion. El sistema de expulsion se
sitia en la membrana interna de los microorganismos y cataliza un proceso

dependiente de energia ligado a un gradiente de protones (95).

Entre las bacterias grampositivas se han identificado bombas de flujo en B. subtilis
(Bmr) y S. aureus (NorA) (96,97), cuyas resistencias de éste ultimo
microorganismo pueden asociarse a un aumento de la transcripcion del gen norA,
el cual codifica las proteinas de membrana participantes en los procesos de
expulsién. Destaca pues, que el grado de expresidon de este gen determina la
sensibilidad tanto de bacterias grampositivas como gramnegativas. El efecto de la
expresion del gen norA sobre la actividad de las quinolonas depende de su
afinidad por el transportador NorA, que se manifiesta fundamentalmente para las

fluoroquinolonas hidrofilicas y confiere bajo grado de resistencia.

Se han descrito otros transportadores similares que afectan a la sensibilidad a las
quinolonas en otras especies bacterianas, tal como ocurre con determinados
genes de P. aeruginosa que proporciona resistencia al ciprofloxacino y al acido

nalidixico (98).

En resumen, la expresion de los transportadores de expulsién puede determinar la
sensibilidad antimicrobiana y estd reconocida como causa de resistencia a

quinolonas.
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1.5. PARTICULARIDADES EN EL MARCAJE DE MOLECULAS
CON °mTc

El ®™Tc es el elemento quimico artificial con nimero atéomico 43. Pertenece a los
metales de transicion del grupo VIIB (Mn, Tc, Re). Fue descubierto en 1937 por Perrier
y Segré (99). Su nombre proviene del griego technetos que significa artificial ya que
fue el primer elemento anteriormente desconocido y creado artificialmente. En 1957,
Brookhaven produjo el primer generador de **Mo -*™Tc. El **™Tc se obtiene del **Mo

producido por fisién del *°U.

Puede tener hasta 8 estados de oxidacion entre -1 y +7 (100) que resultan de la
pérdida de electrones de los orbitales 4d y 5s o bien por la ganancia de un electrén en
el orbital 4d. Sus estados de oxidacion mas estables son el +4 y el +7 y estan
representados por o6xidos, haluros sulfuros y pertecneciatos. Los compuestos de

tecnecio en todos los estados se generan y estabilizan por la formacién de complejos
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0 quelatos con varios ligandos. El numero de coordinacién de los complejos de

tecnecio puede variar entre 4 y 9.

El ®™Tc se encuentra disponible en forma de pertecneciato sédico ([*™Tc]NaTcO,) a
partir de los generadores de Molibdeno-Tecnecio (**Mo -*"Tc). En el pertecneciato
(®™TcO,]), el tecnecio se encuentra en estado de oxidacion +7, con un
comportamiento quimico parecido al permanganato (MnOy) y al perrenato (ReQy). La
configuracion del pertecneciato es la de una piramide tetraédrica con el atomo de
tecnecio en el centro y 4 atomos de oxigeno en los vértices. La reactividad quimica del
[*™TcO,4] es muy baja y no se puede marcar radiactivamente ningiin compuesto por la
simple adicién del pertecneciato. En la mayoria de los mecanismos de marcaje se
requiere la adicion de un agente reductor para llevar al tecnecio del [*"TcO,] a
estados de oxidacion inferiores y mas reactivos. Inicialmente, se usaron como
agentes reductores el acido ascoérbico, ion ferroso o acido clorhidrico, pero estas
sustancias a menudo resultaban en una reducciéon incompleta, requiriéndose una
etapa de purificacion posterior para eliminar el exceso de pertecneciato que no habia
reaccionado. Como mejora, se usaron agentes reductores mas potentes como, por
ejemplo, borhidruro s6dico (NaBH,) y ditionito sédico (Na,S,04), que son utiles en pH
alcalino, o cloruro de estafio (SnCl,) en pH acido. Este ultimo ha resultado ser el mas
potente y el mas usado aprovechando el adecuado caracter reductor frente al
pertecneciato. De esta forma no se necesita eliminar el pertecneciato que queda en
exceso. También se utilizan otras sales de estafio, como el fluoruro de estafio o el
tartrato de estafio (101). En el eluido del generador la concentracion de atomos
radiactivos de **"Tc es muy pequefia, del orden de nanomoles, por lo que la cantidad
de agente reductor requerido es muy baja. Sin embargo, en la mayoria de
formulaciones para la preparacion de radiofarmacos de tecnecio, se afiade exceso de

agente reductor.
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1.5.1.99mTc libre

Las especies reducidas del tecnecio son muy reactivas quimicamente y se combinan
con gran variedad de quelantes, entre ellos, el ciprofloxacino puesto que su estructura
quimica posee dos grupos carbonilo y un grupo hidroxilo, potencialmente avidos para
formar enlaces de coordinacién (102). El quelante contribuye a la formacién del enlace
covalente coordinado cediendo un par de electrones. A pesar de que el agente
reductor esta en exceso, en determinadas ocasiones puede obtenerse una pureza
radioquimica anormalmente inferior a la habitual como consecuencia de exceso de
pertecneciato libre ([*"TcO,]). La presencia de oxigeno del aire en el vial donde se
encuentra el producto a marcar y el agente reductor, antes de la adicién del
pertecneciato eluido del generador, puede inducir la oxidacién de parte del reductor
disminuyendo su disponibilidad para reducir al tecnecio. Ademas, la presencia de
oxigeno acompafiando actividades elevadas de **™Tc puede provocar la radiolisis de
las moléculas presentes en la muestra, agua u otras, produciendo radicales libres
hidroxi (OH’), alcoxi (RH), y peroxi (ROy). Estas especies interaccionan con los
quelatos de tecnecio desligandolo de nuevo. Los efectos indeseables descritos pueden
ser minimizados teniendo en cuenta determinadas precauciones, como la de utilizar
siempre concentraciones en exceso de agente reductor, eliminar el oxigeno haciendo
pasar corriente de nitrégeno por los viales de reaccion o afiadir pequefias cantidades

de antioxidantes como el acido ascorbico o acido gentisico (103).

1.5.2. 99mT ¢ reducido hidrolizado

El **™Tc, una vez reducido, puede llegar a hidrolizarse en soluciones acuosas, con lo
que en la muestra del radiofarmaco apareceran como impureza radioquimica formas
reducidas hidrolizadas. EI pH del medio, el tiempo y la presencia de otros agentes
determinaran la cantidad y variedad de dichas especies. Las mas frecuentes son
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B¥MTCcO,, PMTcO?, ®™TcOOH'. Estas formas hidrolizadas interferiran en la
visualizacién de los érganos a estudio. Por otra parte, el cloruro de estafio usado como
reductor habitualmente se hidroliza con facilidad a pH entre 6 y 7 formando coloides
insolubles, los cuales pueden encontrarse solos o unidos al tecnecio disminuyendo el

rendimiento de la reaccién de marcaje.

En la practica, los compuestos quimicos que podemos encontrar en una preparacion
de un radiofarmaco tecneciado son: ®™TcO, libre (no reducido por el estafio); especies
hidrolizadas de tecnecio (**"TcO,) y del estafio (Sn(OH),) y ®™Tc-quelato que es el
radiofarmaco en cuestion. Para que un radiofarmaco pueda ser utilizado en la practica

clinica, la suma de las impurezas ha de ser minima.

1.5.3. Ligandos de intercambio

El intercambio de ligando, también llamado transquelacion, incluye inicialmente la
formacion de un primer complejo de tecnecio con un quelante o ligando débil en medio
acuoso, para posteriormente reaccionar con un segundo quelante o ligando capaz de
proporcionar un enlace mas estable (p.ej. tartrato en el marcaje de MAG; o el de
ciprofloxacino propuesto en esta tesis). La diferencia entre las constantes de afinidad
de ambos ligandos hace que ambas reacciones tengan lugar. Son ligandos de

constante de afinidad baja, es decir débiles, el gluconato, tartrato, citrato y EDTA.

1.5.4. Estructura de complejos de 29mTc¢

El estado de oxidacion del tecnecio es desconocido en muchos de los complejos en
que interviene. El conocimiento de la estructura de los posibles complejos de tecnecio

proporciona importantes progresos en la aplicacion de los radiofarmacos con fines
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diagnosticos y contribuye a la ampliacion de las técnicas isotdpicas en Medicina

Nuclear.

1.5.5. Equipos reactivos para el marcaje de compuestos con 29mTc¢

La comercializacion de equipos reactivos, también llamados kits, ha facilitado la
practica de la Radiofarmacia. Los kits se presentan con largos periodos de caducidad
y, una vez almacenados en las condiciones requeridas, se puede disponer de ellos en
cualquier momento. En la mayoria de los kits, el marcaje se lleva a cabo por la simple
adicion del [*"TcO,] al vial. Como agentes reductores, aunque el que aparece
mayoritariamente es el cloruro de estafio, también se pueden encontrar fluoruros,
citratos, tartratos y pirofosfatos de estafo. Las cantidades de sales de estafio que
aparecen en los kits han de ser mas que suficientes para conseguir la reduccion

completa del [*"TcO,7], ya que éste se encuentra en concentraciones nanomolares.

Actualmente, la mayoria de radiofarmacos utilizados en la practica clinica, estan
disponibles en forma de kit indican cdmo se prepara y como se realiza el control de
calidad. En la preparacién del ®™Tc-Ciprofloxacino también se ha introducido el
concepto de kit, pero en lugar de tener 1 vial con todos los compuestos liofilizados, se
ha preparado con 3 viales y en cada uno de ellos se ha pesado previamente la
cantidad de sustancia en polvo por separado. Asi pues, consiste en 1 vial con
ciprofloxacino clorhidrato, 1 vial con acido tartarico y 1 vial con cloruro de estafio. A
partir de cada vial se realizan diferentes disoluciones y diluciones hasta adicionar el

tecnecio.
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1.5.6. Cromatografia en capa fina

Los métodos de cromatografia en capa fina son los mas comunmente usados para
identificar las diferentes especies en las preparaciones radiofarmacéuticas,

especialmente en las preparaciones de radiofarmacos marcados con **™Tc.

Cantidades del orden de microlitros de la preparaciéon radiactiva se depositan en el
origen de una tira o placa cromatografica (fase estacionaria), la cual se deposita
verticalmente en una cubeta cromatografica que contiene un disolvente apropiado
(fase movil). Dicho disolvente no ha de mojar la gota depositada en el origen. La
cubeta cromatografica ha de estar cerrada para mantener una atmésfera saturada de
disolvente en su interior. Las fuerzas electroestaticas de adsorcion y capilaridad entre
la fase estacionaria y los componentes de la muestra que son arrastrados hacia arriba
por la fase movil, hacen que se separen las diferentes especies que conviven en la
preparaciéon en funcion de su afinidad por ambas fases. Por tanto, las fuerzas
electrostaticas atractivas de la fase estacionaria y la polaridad de la fase movil, son los
dos factores determinantes en la separacibn de los diferentes compuestos

radioquimicos en una muestra.

A continuacién se muestra un esquema de una cubeta cromatografica y de las tiras y
placa usadas en el control de calidad del *™Tc-Ciprofloxacino (fase reversa RP-18 y

silica-gel ITLC-SG):

Cuba Cromatografica

FascaCromaogidica | /

! J/
/

| i

) .
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La placa cromatografica es la fase estacionaria y se sumerge verticalmente por un
extremo. El eluyente es la fase mévil que sube por la placa por capilaridad y separa los

distintos componentes en funcién de su afinidad por las 2 fases.

Después del desarrollo, es decir, cuando la fase moévil ya ha ascendido por la fase
estacionaria, la tira o placa se retira de la cubeta, se seca y se analiza mediante un
radiocromatégrafo u otro método que sirva para estudiar la distribuciébn de la
radiactividad a lo largo de la tira o placa. En nuestro caso para el *"Tc-Ciprofloxacino
se usd un radiocromatoégrafo Bioscan AR-2000, el cual da una lectura en continuo de
la distribucion de la radiactividad en toda la tira o placa. Posee un brazo detector por
donde entra la radiactividad y excita un gas del

tipo PR-10 (90% Argoén + 10% Metano).

El frente de disolvente es la distancia que — T
recorre la fase mévil desde el origen de la tira . )
cromatografica mientras que el frente relativo o

Rf de un compuesto es la distancia que dicho

componente recorre respecto al total recorrido por la fase movil. Asi pues, un R; = 0
significa que el compuesto no recorre nada, un R = 1 significa que el compuesto
recorre lo mismo que el disolvente y un R =0,5 quiere decir que el compuesto recorre

la mitad de lo que ha recorrido la fase movil.

Casi el 80% de los radiofarmacos estan marcados con 99mTc. Sus caracteristicas
fisico-quimicas hacen que sea un is6topo adecuado para ser usado de forma rutinaria
en Medicina Nuclear: semivida de 6 horas, emisiéon foténica de 140 keV (buena
penetracion tisular y se puede colimar y detectar facilmente), baja radiacion para el
paciente, gran disponibilidad de generadores para uso hospitalario y quimicamente

reactivo.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El diagndstico de infeccion de protesis articulares es complejo, ya que no es posible
diferenciarlo de un aflojamiento aséptico mediante los parametros clinicos y/o
analiticos. Las técnicas de imagen anatémicas tampoco muestran un nivel de exactitud

suficiente para establecer un correcto diagnéstico diferencial entre ambas entidades.

Las exploraciones de Medicina Nuclear se han mostrado utiles en la deteccién y
seguimiento de procesos inflamatorio-infecciosos que no son aparentes en la
exploracion fisica (104). Frente a otras técnicas de imagen con elevada resolucion
anatomica, destacando la Tomografia Computerizada y la Resonancia Magnética, las
técnicas de Medicina Nuclear tienen la ventaja de permitir rastrear todo el cuerpo en la
misma sesiébn y de ofrecer informacion funcional. Sin embargo, las pruebas
gammagraficas actuales todavia no son suficientemente especificas en el diagnéstico
de la infeccibn para poder distinguir la inflamacion de causa infecciosa de otras
etiologias de caracter inflamatorio. La técnica mas empleada se basa en el marcaje de
leucocitos que son secuestrados por igual en el foco inflamatorio que en infeccioso con
independencia de su etiologia. Esta distincion es fundamental en el caso de la
infeccidn sobre material protésico osteoarticular. Una potencial solucién a esta elevada
inespecificidad consiste en combinarlo con una gammagrafia medular, pero supone

una importante demora diagndstica y un mayor numero de pruebas.

Con el objeto de hallar un marcador mas especifico de la infeccién protésica, se ha
disefiado un estudio encaminado a valorar la sensibilidad y especificidad de la
gammagrafia con ciprofloxacino marcado con *™Tc, fruto de la optimizacion de la
técnica de marcaje, control de calidad y evaluacién de la acumulacion in vitro. Esta

técnica, descrita por Britton et al (60,61,105). Se fundamenta en la capacidad del
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ciprofloxacino de ser incorporado por bacterias vivas donde actia inhibiendo la DNA
girasa. Esto implica una mayor especificidad te6rica en la deteccién de la infeccion,
que corrobora en sus trabajos, situandola entorno al 95%. Esta técnica, a diferencia de
la gammagrafia con leucocitos marcados, no requiere la manipulacion de sangre del
paciente, por lo que comporta menos riesgos biolégicos. Otras ventajas son su posible
utilidad en pacientes neutropénicos y la ausencia de captaciéon de la médula 6sea
(muy util en los casos de infeccidén osteoarticular). Como era de esperar, no se han
descrito efectos secundarios, ya que ambos productos han sido ampliamente

utilizados desde hace anos.

Aspectos éticos
La parte clinica del proyecto ha sido evaluada por el Comité Etico del Hospital Clinic y
aprobada por la Agencia Espafiola del Medicamento (AGEMED, protocolo 03-0090) y

a todos los pacientes reclutados se les informé y solicitd el consentimiento informado.
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3. HIPOTESIS DE TRABAJO

El ciprofloxacino es incorporado en las bacterias vivas donde actua inhibiendo la DNA
girasa. La hipoétesis de este trabajo de investigacion es que el ciprofloxacino se puede
marcar con *"Tc obteniéndose un radiofarmaco libre de impurezas el cual también se
incorpora en las bacterias vivas y permite su aplicaciéon clinica para el diagnoéstico de

infeccién en proétesis osteoarticulares.
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4. OBJETIVOS

1. Optimizar el método de marcaje del **"Tc-Ciprofloxacino para obtener una alta

pureza radioquimica.

2. Establecer un método de control de calidad que identifique todas las

impurezas.
3. Estudiar la acumulacién intracelular in vitro en S. aureus y P. aeruginosa.

4. Valorar si la acumulacién se ve afectada en cepas con mecanismos de

resistencia a quinolonas.

5. Determinar clinicamente la sensibilidad, especificidad y valores predictivos en

el diagnostico de infeccidn de prétesis articulares.

6. Comparar la técnica gammagrafica con ®™Tc-Ciprofloxacino en el diagnéstico
de la infeccién de protesis osteoarticulares con las técnicas convencionales de

Medicina Nuclear.
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5. INVESTIGACION Y RESULTADOS

5.1. Preparacion y control de calidad del 99mTc-
Ciprofloxacino

Trabajo: “Un nuevo método de preparacion y control de calidad del [*™Tc-]-
Ciprofloxacino” (A new method of [**"Tc-]-Ciprofloxacin preparation and quality control.

J Label Compd Radiopharm 2006; 49:1171-1176)
Factor de impacto: 1,096

Cuarto cuartil
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Summary

[*™Tc]-ciprofloxacin is a useful radiopharmaceutical for the detection of osteoarti-
cular prosthesis infection. We report a new preparation method based on the use of
tartrate anion as an exchange ligand and tartaric acid as a source of tartrate. An
improved quality control procedure is also reported that allows measuring the level of
[?*™Tc]-tartrate present in the radiopharmaceutical preparation. Copyright © 2006
John Wiley & Sons, Ltd.
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Introduction

Ciprofloxacin is a 4-fluoroquinolone antibiotic (Scheme 1) and [*™Tc]-
ciprofloxacin is a radiopharmaceutical developed to diagnose infection, being
particularly attractive for the detection of osteoarticular prosthesis infection.'
This radiopharmaceutical has been tested in clinical studies and it has been
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1172 D. RODRIGUEZ-PUIG ET AL.

Scheme 1.

claimed that it can distinguish between bacterial infection and sterile
inflammation.>* Nevertheless, the preparation method of this labelled
compound is a critical point because a significant amount of colloid (**™TcO,)
is frequently formed and it can accumulate in inflammation sites yielding false
positives.” Hence, a wide range of reducing agents has been studied to improve
the preparation of this radiopharmaceutical such as tin(I) chloride.®
formamidine sulphinic acid,>*® tin(Il) tartrate’ and a polymer with
iminodiacetic acid.® Among all these reported methods, the synthesis with
tin(II) tartrate should be highlighted because it leads to a radiopharmaceutical
with small amounts of colloid. However, the reported quality control
procedure cannot determine the level of the possible [**™Tc]-tartrate formed
in the reaction with tin(II) tartrate. Since tartrate is a common exchange ligand
in the preparation of technetium radiopharmaceuticals,’ we decided to
investigate the influence of tartrate anion in [*™Tc]-ciprofloxacin synthesis.
It should be borne in mind that although the structure of the [**™Tc]-
ciprofloxacin complex is unknown, ciprofloxacin acts as an O-donor ligand in
reported metal complexes,'® so the difference between the stability of [**™Tc]-
ciprofloxacin and [**™Tc]-tartrate (complex with exchange ligand) could not be
so significant as in other radiopharmaceuticals.

This study reports: (1) an alternative labelling procedure based on tin(II)
chloride and L-tartaric acid instead of tin(II) tartrate; (2) an improvement in
quality control by means of thin-layer chromatography (TLC) that allows
quantification of [?™Tc]-tartrate.

Results and discussion

L-tartaric acid was chosen as a source of tartrate anion because it can supply a
small tartrate concentration to the reaction medium, sufficient enough to act as
an exchange ligand. The use of tartaric acid and tin(II) chloride instead of tin
(IT) tartrate allows working at low exchange ligand concentration without
dependence on tin(II) concentration. In addition, L-tartaric acid is a
compound included in the European Pharmacopeia, which can facilitate its
use in clinical trials. Hence, [*”™Tc]-ciprofloxacin was prepared by simple

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd. J Label Compd Radiopharm 2006; 49: 1171-1176
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Figure 1. Influence of [ciprofloxacin]/[tartaric acid] ratio in the labelling reaction

reaction at room temperature between ciprofloxacin hydrochloride, L-tartaric
acid and tin(IT) chloride. Quality control was performed by TLC by means of
ITLC-SG plates, developed with acetone in order to determine the
pertechnetate content, and ethanol:water:ammonium hydroxide (2:5:1) as
the mobile phase to determine the colloid content of the preparations.” The
amount of [**™Tc]-tartrate formed in the preparation method was monitored
using RP-18 plates and saline solution:methanol:acetic acid (55:45:1) as mobile
phase. In this system, pertechnetate and [*™Tc]-tartrate move with the solvent
front (R =0.9) and [?™Tc]-ciprofloxacin remains at the origin (Rr = 0).
Consequently, the concurrent use of the three TLC systems supplies enough
information to determine the percentages of the four species involved in the
preparation: [*°™Tc]-ciprofloxacin, [**™Tc]-tartrate, [*°™TcO4]~ and colloid
(**™TcO,). Making use of this methodology, we studied the influence of the
ratio [ciprofloxacin]/[tartaric acid] in the labelling reaction and the result is
displayed in Figure 1.

This graph shows that when the ratio [ciprofloxacin]/[tartaric acid] is very
low, [**™Tc]-tartrate is a major by-product of the labelling reaction. This result
agrees with the idea that tartrate concentration in the reaction medium should
be low because the thermodynamic stability of [**™Tc]-ciprofloxacin probably
is not much higher than [*™Tc]-tartrate. On the other hand, when the ratio
[ciprofloxacin]/[tartaric acid] is very high, the amount of colloid becomes
considerable. This result is consistent with the role of tartrate as an exchange
ligand, because when the concentration of tartrate is very low, the reduced
technetium is not stabilized and forms colloid. It should be emphasized
that Figure 1 shows clearly a maximum in the representation of
[?™Tc]-ciprofloxacin percentage versus [ciprofloxacin]/[tartaric acid] ratio in

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd. J Label Compd Radiopharm 2006; 49: 1171-1176
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the range 50—100. Therefore, this is the optimal range for the [ciprofloxacin]/
[tartaric acid] ratio to obtain the most favourable labelling yield of [*™Tc]-
ciprofloxacin using the preparation method reported in this work.

Experimental
Materials and methods

Tin(II) chloride dihydrate and L-tartaric acid were purchased from Merck and
ciprofloxacin hydrochloride from Bayer. TLC was performed on 200 mm
PALL ITLC-SG plates and Merck TLC-RP-18 plates. The plates were
analysed in a BIOSCAN System 200 Imaging Scanner. Pertechnetate
was obtained from the commercial *’Mo/**™Tc generators DRYTEC
(Amersham).

Labelling procedure

A solution of tin(IT) chloride dihydrate (0.1 mg in 0.1 ml of hydrochloric acid
0.01 N) was added to a solution of ciprofloxacin hydrochloride (2mg) in 1 ml
of saline. Next, 0.1 ml of an aqueous solution of L-tartaric acid was added to
the resulting solution and it was vigorously stirred. In order to study the
influence of tartaric acid concentration, the labelling procedure was analysed
using tartaric acid solutions with the following concentrations: 1 M, 100 mM,
10mM, 5mM, 1 mM, 0.5mM, 0.2mM and 0.1 mM. These values correspond
to the molar ratios [ciprofloxacin]/[tartaric acid] of 0.05, 0.5, 5, 10, 50, 100, 250
and 500, respectively. Finally, freshly eluted pertechnetate (0.2—-1.1 GBq) was
added, the resulting solution was vigorously stirred and kept at room
temperature for 15min. Data were obtained by means of three or five
experiments (IN) as it is shown in Table 1.

Table 1. Labelling results

R Colloid (**™TcO,) o [®™Tc J-tartrate [*™T¢]-Ciproflox. N
0.05 3+2 7+3 77+ 5 13+4 3
0.5 5+1 3+2 31+6 62+ 6 3
5 4+1 9+5 12+ 6 76 + 3 3
10 8§+4 2+1 6+3 83+ 5 5
50 3+1 1+1 3+2 92 +£2 5
100 S5+1 4+2 1+1 90 + 2 5
250 19+5 5+2 1+1 76 + 4 3
500 32+3 1+1 1+1 67 +4 3
Data are in percentage + SD.

R =[ciprofloxacin]/[L-tartaric acid] ratio, N=number of experiments.

Copyright © 2006 John Wiley & Sons, Ltd. J Label Compd Radiopharm 2006; 49: 1171-1176
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TLC procedure

(a) Pertechnetate analysis: A 10 ul sample of the preparation was spotted on a
silica-gel strip. It was developed using acetone as mobile phase and free
pertechnetate migrates to the solvent front (Ry = 1).”

(b) Technetium colloid analysis: A silica-gel strip was prepared as before and
developed using ethanol:water:ammonim solution (25%) {2:5:1}. The
colloid is found at the origin of the strip (Ry = 0).”

(c) Technetium tartrate analysis: A 10pL sample of the preparation was
spotted on a RP-C18 plate. It was developed using saline solution:metha-
nol:acetic acid (55:45:1). ["°™Tc]-tartrate and free pertechnetate migrate
with the solvent front (Ry = 0.8 — 0.9) and [**™Tc]-ciprofloxacin is found
at the origin (R = 0). To estimate the [**™Tc]-tartrate content, the value
of free pertechnetate found in (a) was subtracted from the percentage
obtained with this procedure.

Conclusions

The observed relationship between [ciprofloxacin]/[tartaric acid] and [**™Tc]-
ciprofloxacin labelling is consistent with the exchange ligand role for tartrate
anion. Furthermore, tartaric acid and tin(II) chloride can be a useful
alternative to tin(II) tartrate because the labelling reaction can be performed
at low tartrate concentration. The highest radiochemical purity in [*™Tc]-
ciprofloxacin labelling was achieved when a [ciprofloxacin]/[tartaric acid]
molar ratio in the range 50-100 was used. Finally, the study has shown that it
is necessary to control the [**™Tc]-tartrate formed in the reaction and TLC-
RP-C18 is a convenient method to achieve this.
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Resumen:

Marcaje:

Partiendo de una solucién de ciprofloxacino clorhidrato con 2 mg disueltos en 1 ml de
solucién salina fisiolégica, se afiaden 0,1 mg de Cloruro de estafio(ll) disueltos en 0,1
ml de acido clorhidrico. Después, 0,1 ml de una solucion acuosa de acido L-tartarico
se incorporé a la anterior solucion resultante y se agité para homogeneizar. Finalmente
se afiadi6 tecnecio libre ([**"TcO,]’) recién eluido con una actividad que oscilaba entre
0,2 y 1,1 GBqg. Una vez realizada esta accién, se dej6 15 minutos a temperatura

ambiente agitando mientras la reaccion de marcaje tiene lugar.

Con el fin de estudiar la influencia de la concentraciobn de &cido tartarico, el
procedimiento de marcaje también se efectud con las siguientes concentraciones: 1 M,
100 mM, 10 mM, 5 mM, 1 mM, 0,5 mM, 0,2 mM y 0,1 mM. Estos valores corresponden
a relaciones molares ciprofloxacino / acido tartarico de 0,05; 0,5; 5; 10; 50; 100; 250 y

500 respectivamente.

Se realizaron 30 experimentos englobando las diferentes relaciones molares. Los
resultados se expresan en porcentaje medio con la desviacién estandar de cada
posible compuesto formado en la reaccién de marcaje: coloide marcado, tecnecio libre,

tartrato marcado y antibiético marcado.

Control de calidad:

Consiste en la combinacion de 3 cromatografias en capa fina, 2 de ellas en fase
normal y la otra en fase reversa para poder identificar la proporcion (%) de impurezas

presentes en la muestra:

a) Para detectar el [*™TcO,], una gota de la preparacion final se sembro en una
tira de silica-gel. Se desarrolldé con acetona como fase mévil y el Tecnecio libre

migra con el frente de disolvente (R;= 1)
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b) Para evaluar la cantidad de coloide marcado se usa también una tira de silica-
gel pero con Etanol/Agua/Hidroxido aménico 25% en unas proporciones de

2:5:1. El coloide se encuentra en el punto de aplicacién (R; = 0)

c) Para la deteccion de Tartrato de **"Tc se utiliza una placa C18 (fase reversa)
como fase movil y NaCl 0,9%/Metanol/Ac.Acético (55:45:1). Tanto el tecnecio
libre ([®™TcO4]) como el *™Tc-tartrato migran con el frente de disolvente (R; =
0,8 — 0,9) y el ® Tc-ciprofloxacino se queda en el origen (R; = 0). Para calcular
la cantidad de ®™Tc-tartrato, la proporcion de Tecnecio libre encontrado en el

apartado a) se restd a la encontrada en este punto.
Los resultados de marcaje son los siguientes:

La cantidad de especies coloidales aumentan a medida que disminuye la cantidad
de acido tartarico anadido al medio. Si se eleva la proporcién de acido tartarico
disminuyen, pero llega un punto que encontramos un exceso de tartrato de
tecnecio. La maximo pureza correspondiente al antibiético marcado se obtiene con

una relacién molar [ciprofloxacino] / [acido tartarico] de 50 — 100.
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5.2. Acumulacion in vitro en bacterias

Trabajo: “Acumulaciéon del [*™Tc-]-Ciprofloxacino en Staphylococcus aureus 'y
Pseudomonas aeruginosa” (Accumulation of [*°"Tc-]-Ciprofloxacin in Staphylococcus
aureus y Pseudomonas aeruginosa. Antimicrob Agents Chemother 2008; 52:2691-

2692)
Factor de impacto: 4,672

Primer cuartil
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The use of radiopharmaceuticals for the diagnosis of infection is increasing due to their ability to distinguish
between septic and aseptic inflammation. The aim of this study was to analyze the intracellular accumulation
of technetium-99m-ciprofloxacin in strains of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa harboring an

overexpression of NorA and MexAB-OprM, respectively.

The use of radiolabeled antibiotics is an emergent technique
for the diagnosis of infection due to the agents’ abilities to
differentiate between septic and aseptic inflammation (3, 11).
The usefulness of technetium-99m (°°™Tc)-ciprofloxacin to di-
agnose infections with orthopedic devices or to identify the
source of an infectious fever of unknown origin has been de-
scribed previously. However, the influence that the suscepti-
bility of the bacterium to the radiolabeled antibiotic has on the
efficacy of this tracer for the diagnosis of infection is not well
established (8).

Ciprofloxacin is a broad-spectrum fluoroquinolone that in-
hibits DNA gyrase and/or topoisomerase IV of bacteria (7).
Resistance to ciprofloxacin is mediated by the alteration of
these targets and/or the overexpression of efflux pumps (1, 7, 9,
10). The second mechanism of resistance decreases intracellu-
lar concentration of ciprofloxacin. Therefore, the expression of
efflux pumps could reduce the ability of **™Tc-ciprofloxacin to
detect the presence of resistant microorganisms. The aim of
this study was to analyze the intracellular accumulation of
99mTe_ciprofloxacin in Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa strains with and without the presence of an efflux
pump as the mechanism of resistance.

The accumulation of free ciprofloxacin, *°™Tc-ciprofloxa-
cin, and ?°™TcO,~ (pertechnetate) was evaluated with two
strains of S. aureus, 1199B and 1199 (with and without the
overexpression of the NorA efflux system) (2), and two
strains of P. aeruginosa, PAOLC1-6 and KG2239 (with and
without the overexpression of the MexAB-OprM efflux sys-
tem) (1). Evaluation of the accumulation of **™TcO,” was
performed to ensure that all of the radioactivity signal was
due to the *’™Tc-ciprofloxacin. Also, the accumulation of
nonlabeled ciprofloxacin was done to ensure that S. aureus
and P. aeruginosa strains were able to pump out this antibi-
otic.

The labeling of ciprofloxacin with **™Tc was performed by
following a previously described method (6). Briefly, a solution
of tin(II) chloride dihydrate (0.1 mg in 0.1 ml of hydrochloric

* Corresponding author. Mailing address: Dept. of Infectious Dis-
eases, Hospital Clinic of Barcelona, Villarroel 170, Esc 11-5 planta,
08036 Barcelona, Spain. Phone: 34 93 2275708. Fax: 34 93 4514438.
E-mail: jmsierra@qclinic.ub.es.

Y Published ahead of print on 12 May 2008.
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acid, 0.01 N) was added to a solution of ciprofloxacin hydro-
chloride (2 mg) in 1 ml of saline. Next, 0.1 ml of an aqueous
solution of L-tartaric acid was added to the resulting solution,
which was vigorously stirred. Finally, freshly eluted pertechne-
tate (0.2 to 1.1 GBq) was added, and the resulting solution was
vigorously stirred and kept at room temperature for 15 min.

Accumulation was performed as described previously and
measured at two different end points, 5 and 30 min (4, 5, 9).
Briefly, strains were cultured in Luria-Bertani broth overnight
at 37°C. Cells were washed and resuspended in phosphate-
buffered saline to an optical density at 600 nm of 1.5. After
that, 490 wl was taken, and 10 pl of ciprofloxacin was added to
obtain an extracellular concentration of 10 pg/ml (°**™Tc-cip-
rofloxacin presented an activity of about 555 kBg/sample, and
free ™TcO,~ presented an activity of about 555 kBg/sample),
and samples were incubated at 37°C for 5 or 30 min. Finally,
samples were washed three times with phosphate-buffered sa-
line. The accumulation of ciprofloxacin (unlabeled) was mea-
sured by fluorimetry, the wavelength for excitation/emission
used was 278/447 nm, respectively (previously, samples were
lysed with glycine-HCI buffer), and accumulations of **™Tc-
ciprofloxacin and °™TcO,~ were measured by a gamma
counter. The percentage of each accumulation of **™Tc-cipro-
floxacin and “°™TcO,~ was calculated as the ratio of the ra-
dioactivity in the pellet (cells) and that of the total radioactivity
used per sample. All the samples were processed in duplicate,
and three independent experiments were performed.

Results of the accumulation of free ciprofloxacin, **™Tc-
ciprofloxacin, and ?°™TcO,~ are summarized in Table 1. The
accumulation of unlabeled ciprofloxacin in the S. aureus and P.
aeruginosa strains showing overexpression of an efflux pump
was lower than that for strains without an efflux pump overex-
pressed. *™Tc-ciprofloxacin accumulated equally intracellu-
larly in all the strains tested, disregarding the presence or
absence of an efflux system, while **™TcO,~ did not show
accumulation in any of the strains. The absence of intracellular
99mTc0,” demonstrated that the entire radioactivity detected
in the *™Tc-ciprofloxacin assay was due to the accumulation
of the radiopharmaceutical compound and not due to free
99mTc0,”. The reason why °’™Tc-ciprofloxacin was not
pumped out remains unknown, but two different explanations
are possible: first, this complex may not be recognized by the



2692 NOTES

ANTIMICROB. AGENTS CHEMOTHER.

TABLE 1. Accumulation of free ciprofloxacin, *™Tc-ciprofloxacin, and *™TcO, "~ in S. aureus and P. aeruginosa

Accumulated unlabeled
ciprofloxacin at 30 min

Accumulated radioactivity (% * SD)”

Strain (ng ciprofloxacin/mg Tc?™-ciprofloxacin Tc?™-ciprofloxacin at #mTcO,” at #mTcO,” at
[dry wt] = SD) at 5 min 30 min 5 min 30 min
S. aureus wild type 1199 47.72 = 5.37 6.5+ 15 2232 0.02 = 0.01 0.02 = 0.005
S. aureus efflux 1199B 27.24 = 2.89 71x21 2329 0.03 = 0.01 0.02 = 0.01
P. aeruginosa wild type KG2239 68.74 = 4.93 87+23 16.3 = 1.7 0.01 = 0.005 0.01 = 0.01
P. aeruginosa efflux PaoLC1-6 21.65 = 6.04 97x15 18.7 2.0 0.02 = 0.01 0.01 = 0.005

“ Percentages of radioactivity were derived by comparing radioactivity inside the bacterial cells with the total radioactivity used in the assay. All the results are the

means * standard deviations (SD) of at least three independent experiments.

efflux systems, or second, the **™Tc-ciprofloxacin complex in-
side the cell could be disassociated, and free pertechnetate did
not cross the membrane, as the result of the accumulation of
free pertechnetate showed.

Finally, our results suggest that (i) radiolabeled ciprofloxacin
accumulates in the bacteria and (ii) this compound is not
recognized by the efflux pumps, resulting in a high intracellular
concentration even in the case of overexpression of efflux
pumps. In the future, it will be necessary to confirm these
results in a clinical setting.
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Resumen:

La acumulacién del antibiético ciprofloxacino sin marcar, el marcado (*"Tc-
Ciprofloxacino) y tecnecio libre ([*"TcO,]) se evalué en 2 cepas de S. aureus, 1199B
y 1199 (con vy sin la sobreexpresion del sistema de flujo NorA como mecanismo de
resistencia) (106), y 2 cepas de P. aeruginosa, PAOLC1-6 y KG2239 (con y sin la
sobreexpresion del sistema de flujo MexAB-OprM) (107). La evaluacion de la
acumulacion de Tecnecio libre se realizd6 para demostrar si toda la sefal radiactiva
intracelular era debida al antibiético marcado. Ademas, fue necesario valorar también
la acumulacion de ciprofloxacino sin marcar para obtener la certeza de que los
sistemas de flujo (resistencia bacteriana a quinolonas) podian bombear el antibiético

hacia fuera de la célula bacteriana.

La acumulacion se midié en 2 puntos diferentes, a los 5 y 30 minutos segun otros
autores (108,109). Las cepas bacterianas se cultivaron de noche en caldo Luria-
Bertani a 37°C. Las células fueron lavadas y resuspendidas en solucién salina
tamponada con fosfato hasta una densidad o6ptica a 600 nm de 1,5. Después se
anadio ciprofloxacino hasta obtener una concentracion extracelular de 10 pg/ml. El
¥mTc-Ciprofloxacino y el Tecnecio libre presentaron una actividad de 555 kBg/muestra.
La acumulacién de ciprofloxacino libre se midié mediante fluorimetria. La longitud de
onda para excitacién/emisién usada fue de 278/447 nm respectivamente (previamente
las células se lisaron con tampoén glicina-HCI). La acumulacion de los compuestos
radiactivos (**"Tc-Ciprofloxacino y tecnecio libre) se midié por contador gamma y sus
porcentajes se calcularon como el cociente de radiactividad del boton celular respecto
la radiactividad total por muestra. Los resultados son la media + la desviacion
estandar. Todas las muestras se procesaron por duplicado en 3 experimentos

independientes.
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Los resultados mostraron que el antibi6tico sin marcar se acumulaba menos en las
cepas resistentes. En cambio, el antibiético marcado se acumulaba aproximadamente
en igual grado tanto en las cepas resistentes como en las que no, tanto a los 5 como a

los 30 minutos. El tecnecio libre no se acumulé en ningun caso.
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5.3. Aplicacion clinica en protesis osteoarticulares

Trabajo: “Utilidad de la gammagrafia con [**"Tc-]-Ciprofloxacino en el diagnéstico
de infecciones de protesis articulares” (Usefulness of [*"Tc-]-Ciprofloxacin
scintigraphy in the diagnosis of prosthetic joint infections. Nucl Med Commun 2010;

32:44-51)
Factor de impacto: 1,367

Tercer cuartil
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Usefulness of °*™Tc-ciprofloxacin scintigraphy in the
diagnosis of prosthetic joint infections
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Objective To evaluate the usefulness of 9°™Tc-
ciprofloxacin scintigraphy (CFS) in patients with hip or
knee arthroplasty and suspected infection.

Methods Forty patients (26 women, 14 men) with a mean
age of 66 £ 10 years and local pain in the hip (21), knee
(16), or shoulder (three) prosthesis were recruited. CFS
was performed at 1, 4, and 24 h after intravenous injection
of 370 MBq. Anterior and posterior views centered on the
affected joint were performed in all patients. A routine bone
scan, 99n1Tc-hexamethylpropyleneamine oxime leukocyte
scan, and °°™Tc-colloid scan [leukocyte scintigraphy-bone
marrow scintigraphy (LS-MS)] were performed. Final
diagnosis of infection was confirmed by positive
microbiological analysis or macroscopic evidence of
purulent material.

Results Diagnosis of arthroplasty infection was
established in 16 out 40 cases: coagulase-negative
staphylococci (nine), Staphylococcus aureus (three),
Enterococcus (one), and macroscopic infection in the
remaining three cases. CFS imaging showed the 24-h
image to be the best acquisition time-point. The
sensitivity, specificity, negative predictive value, and
positive predictive value for LS-MS were 75, 92, 86,

Introduction

The diagnosis of prosthetic joint infections is often difficult
as the clinical symptoms and radiological signs are
frequently indistinguishable from those of aseptic loosen-
ing. In these cases, it is necessary to perform complemen-
tary investigations to obtain a definitive diagnosis [1] that is
essential to decide the best surgical approach (one or two-
stage revision arthroplasty). However, there is no test that
shows 100% sensitivity and specificity. Prosthetic surgery
implies classical inflammatory signs that can mimic the
presence of an active infection. The need to establish
a correct diagnosis of infection relies on the immediate
administration of specific treatment for success and to
avoid a prosthesis replacement [2]. Infection may appear
months or even years after prosthetic implant and is very
difficult to differentiate from aseptic loosening. Both pro-
cesses show pain, inflammatory signs, and radiological signs
of prosthetic loosening.

Nuclear procedures are useful in the diagnosis and
localization of infectious processes that are not evident

0143-3636 © 2010 Wolters Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins

and 85%, whereas for CFS at 24 h these figures were 88,
71, 67, and 89%. The sensitivity and specificity for LS-MS
and for CFS at 24 h for hip were (74, 90, and 88, 85%) and
for knee (83, 90 and 100, 50%).

Conclusion CFS can be useful in the diagnosis of
arthroplasty infection of the hip as a substitute for LS-MS.
It is recommended that CFS images be obtained 24 h
after injection. The lack of specificity of CFS makes

this technique inadequate for knee prostheses in this
series. Nucl Med Commun 32:44-51 © 2011 Wolters
Kluwer Health | Lippincott Williams & Wilkins.
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by physical examination [3]. Anatomic imaging, such as
computed tomography or magnetic resonance, iS not
useful in the clinical routine to evaluate inflammatory
activity. However, scintigraphic techniques are not specific
enough to distinguish between sterile inflaimmation and
infection. Erythrocyte sedimentation rate (ESR) and
C-reactive protein (CRP) are acute-phase reactants that
increase during infectious processes; however, their speci-
ficity is low [4,5]. Guided biopsy by computed tomography
is highly specific (approximately 95%) and allows identi-
fication of the etiologic infectious agent. Nonetheless,
sensitivity is widely variable (50-90%) [6-8].

Usually *™Tt-hexamethylpropyleneamine oxime-leuko-
cyte scintigraphy (LLS) not only shows high sensitivity
(10) but also highly variable specificity that can range
from 60 to 91% [9,10]. Labeled white cells migrate to
the inflammatory focus independently of the etiologic
process and this is fundamental to the characterization
of infected joint prostheses. It has been reported that
9™ Te-colloid bone marrow scintigraphy (MS) may be

DOI: 10.1097/MNM.0b013e328340e6fb
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useful for distinguishing between activated bone
marrow and leukocyte deposits because of active infec-
tion [11-14].

9mTe-Ciprofloxacin scintigraphy (CFS) has been used
with contradictory results in the diagnosis of different
infectious processes, but most studies showed a hetero-
geneity of the recruited patients making it difficult to
interpret the results that have been obtained [15,16].
Ciprofloxacin is incorporated by bacteria and binds to the
DNA gyrase; therefore, it is reasonable to believe that
using CFS could imply a better specificity than leukocyte
labeling for the diagnosis of infection. When Britton ez /.
performed this technique, they obtained specificity
values of up to 95% [17-19]. However, the method of
the preparation of this labeled compound is critical
because a significant amount of colloid is frequently
formed, which, in turn, accumulates in the inflamma-
tion sites yielding false-positive results. A new label-
ing method for ciprofloxacin tartaric acid and tin(II)
chloride, instead of tin(II), has minimized colloid
formation [20].

The aim of our study was to evaluate the sensitivity of
CFS in the diagnosis of prosthetic joint infections.

Materials and methods

Patients

The study was a single-center, phase II, prospective
clinical trial of a diagnostic test to evaluate the usefulness
of CFS in the diagnosis of prosthetic joint infection
(Agencia Espanola del Medicamento, protocol 03-0090).
Forty patients with total hip (z =21), knee (z=16), or
shoulder (z = 3) prostheses (26 women, 14 men), with a
mean age of 66 = 10 years, and localized prosthetic pain
were prospectively recruited. The median follow-up time
after primary operation was 1.5 years. Values of ESR
(millimeter/hour) and CRP (milligram/deciliter) were
determined in all patients. To be included in the study,
patients should not have received any type of antibiotic
therapy in the 3 months before inclusion.

Diagnosis and follow-up

The final diagnosis of prosthetic joint infection was
established when in two or more than two cultures out of
six from the periprosthetic tissue were positive for the
same microorganism or macroscopic evidence of purulent
material. Standard prospective follow-up included out-
patient visits at 0.5, 1, 3, 6, and 12 months with clinical,
analytical, and radiological evaluation (plain radiograph).
The exclusion of infection was established when (i) six
intraoperative cultures and histopathology obtained dur-
ing arthroplasty revision were negative (ii) in the absence
of evidence of infection after 12 months of follow-up
in those patients not candidates for surgery. The study
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project was approved by the local hospital ethics
committee and written informed consent was obtained
from each patient.

Imaging acquisition

All patients underwent a conventional bone scan and
combined LS and MS scan, as is routinely performed in
our center. CKFS was performed at 1, 4, and 24 h after
intravenous injection of 370 MBq of activity. All images
were acquired in a double-headed y-camera (ECAM,
Siemens, Erlangen, Germany) equipped with a low-
energy, all-purpose collimator. A matrix of 256 x 256
(zoom 1) was used. Time acquistion was 600 s for 1 and
4h images and 900 s for 24-h sets. Anterior and posterior
views centered on the affected joint were performed in
all patients. Lateral views of the involved joint were
examined only when required for the interpretation of
the findings. All images were interpreted by three
blinded nuclear medicine physicians.

Ciprofloxacin labeling

The labeling of ciprofloxacin with **™Tc was done by
following a method described earlier [20]. Briefly, a
solution of tin(Il) chloride dihydrate (0.1 mg in 0.1 ml
of hydrochloric acid, 0.01 N) was added to a solution of
ciprofloxacin hydrochloride (2 mg) in 1 ml of saline. Next,
0.1 ml of an aqueous solution of L-tartaric acid was added
to the solution, which was then stirred vigorously. Finally,
freshly eluted pertechnetate (0.2-1.1 GBq) was added,
and the resulting solution was vigorously stirred and kept
at room temperature for 15 min. A whole-body scan was
taken for radiotracer distribution as a quality control of
the labeling.

Statistical analysis

The variables ESR and CRP were analyzed using the
Mann-Whitney test. Sensitivity, specificity, positive pre-
dictive value (PPV), negative predictive value (NPV),
and bar graphics were calculated for combined LS-MS,
and CFS at 1, 4, and 24-h imaging. The concordance
between combined LS-MS with CFS at 24 h, calculated
using k, was evaluated.

Results

From the 40 patients included in the study, infection was
documented in 16 out of 40 cases, that is, eight hips, six
knees, and two shoulder prostheses cases. The etiologic
microorganisms were coagulase-negative staphylococci in
nine, Staphylococcus aureus in three, Enterococcus spp in
one, and cultures were negative in three cases but
purulent material was drained and they were classified as
infections. Nine of the isolated microorganisms were
resistant to ciprofloxacin. In the other 24 out of the 40
patients, the diagnosis of infection was excluded.
Seventeen cases underwent revision arthoplasty and all
intraoperative cultures were negative (six samples per
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patient) and the remaining seven patients did not show
evidence of development of infection in the follow-up. The
ESR (normal range: 1-15mm/h) and CRP (normal range:
0.0-0.8 mg/dl) were significantly higher in infected than in
noninfected patients (49.6 + 29.2 compared with 26.4 +
23.4; P=0.01 for ESR and 3.8 = 3.2 compared with 1.9 =
3.2; P=0.0036 for CRP) (Fig. 1). However, among non-
infected patients, 11 (46%) and 12 (50%) cases had ESR
and CRP levels higher than normal values, respectively.

Global imaging analysis

The bone scan showed some type of increased uptake
in 100% of the patients studied, with a periprosthetic
diffuse appearance (31 out of 40 patients) or with areas of
increased uptake in the acetabulum and tip of the stem
(nine out of 40 patients). No significant differences were
observed in the uptake patterns between infected
patients or those without infection. The blood pool
phase of the bone scan was positive in only four out of the
16 infected patients (25%). The sensitivity and specifi-
city of combined LLS-MS was 75 and 92% with a PPV of
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The distribution of erythrocyte sedimentation rate (ESR) (a) and
C-reactive protein (CRP) (b) in the group of patients with infection
was significantly higher than in the group of noninfected patients.

Table 1 Results obtained by using combined LS-MS in the global
analysis
LS-MS

Diagnosis Negative Positive Total
Noninfected 22 2 24
Infection 4 12 16
Total 26 14 40

95% CI

LS-MS Lower limit Upper limit
Sensitivity 0.75 0.52 0.91
Specificity 0.92 0.76 0.99
PPV 0.86 0.63 0.97
NPV 0.85 0.68 0.94

Cl, confidence interval; LS-MS, leukocyte scintigraphy—bone marrow scinti-
graphy; NPV, negative predictive value; PPV, positive predictive value.

86% and NPV of 85% (Table 1). CFS imaging was
independently analyzed at 1- 4- and 24-h time-points,
and in all potential combinations (Fig. 2) showing 24-h
imaging as the best acquisition time-point with sensitiv-
ity, specificity, PPV, and NPV of 88, 71, 67, and 89%,
respectively (Table 2). In all the five infected patients
with a ciprofloxacin-resistant strain, CFS was positive for
infection (Fig. 3). The concordance between combined
LS-MS with CFS at 24h was low [x=0.36; 95%
confidence interval (CI): 0.09-0.63].

Hip arthroplasty imaging analysis

The sensitivity, specificity, PPV, and NPV for combined
LS-MS were 74, 90, 86, and 86% and for CFS at 24 h were
88 and 85%, 78 and 92%. We found only two false
negatives (two out of eight cases) and one false positive
(one out of 13 cases) showing a faint uptake in the
proximal component of the prosthesis. The concordance
between combined LS-MS with CFS at 24h was
moderate (x = 0.40; 95% CI: 0.01-0.79).

Knee arthroplasty imaging analysis

The sensitivity, specificity, PPV, and NPV for combined
LS-MS were 83, 90, 83, and 90%, and for CFS at 24h
were 100, 50, 55, and 100%. The results show a low
specificity for CFS in knee arthroplasty. There were no
false-negative cases in the analysis of infection of the
knee prosthesis (0 out of six cases); however, we found
five false-positive cases from a total number of 10
noninfected knee prostheses. In all cases a diffuse uptake
surrounding the prosthesis was seen (Fig. 4). The
concordance between combined LS-MS with CFS at
24 h was low (k= 0.20; 95% CI: 0.18-0.58).

Shoulder arthroplasty imaging analysis

We included only three cases with suspected shoulder
prostheses infection, two of which were subsequently
confirmed as infections. Both combined LS-MS and CFS
at 24 h were only able to detect one of the two infected
patients. However, in the patient without infection both
procedures were negative.
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(a) Sensitivity graphic
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 -

(b) Specificity graphic
1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0 -

Sensitivity (a) and specificity (b) of combined leukocyte scintigraphy—
bone marrow scintigraphy (LS-MS) and ggmTc—ciproﬂoxacin
scintigraphy (CFS) imaging independently analyzed at 1, 4, and 24 h
time-points and in all potential combinations in the global analysis.

Discussion

The diagnosis of prosthetic joint infection using the
current standard procedures is still problematic for
orthopedic surgeons; therefore, new techniques that help
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Table 2 Results obtained by using CFS at 1, 4, and 24 h imaging
time-point in the global analysis

CFS (1h)

Diagnosis Negative Positive Total
Noninfected 11 13 24
Infection 1 15 16
Total 12 28 40

95% CI

CFS (1h) Lower limit Upper limit
Sensitivity 0.94 0.75 1.00
Specificity 0.46 0.28 0.65
PPV 0.54 0.36 0.71
NPV 0.92 0.68 1.00

CFS (4h)

Diagnosis Negative Positive Total
Noninfected 12 12 24
Infection 2 14 16
Total 14 26 40

95% CI

CFS (4h) Lower limit Upper limit
Sensitivity 0.88 0.67 0.98
Specificity 0.50 0.31 0.69
PPV 0.54 0.36 0.72
NPV 0.86 0.63 0.97

CFS (24h)

Diagnosis Negative Positive Total
Noninfected 17 7 24
Infection 2 14 16
Total 19 21 40

95% CI

CFS (24 h) Lower limit Upper limit
Sensitivity 0.88 0.67 0.98
Specificity 0.71 0.52 0.86
PPV 0.67 0.46 0.84
NPV 0.89 0.71 0.98

CFS, 9gr"Tc-ciprofloxacin scintigraphy; Cl, confidence interval; NPV, negative
predictive value; PPV, positive predictive value.

surgeons to rule out or confirm infection are of interest.
Clinical symptoms are often vague and analytical para-
meters, such as ESR and CRP, are often inconclusive
[4,5]. In our cohort the ESR and CRP of those patients
with infection were significantly higher than in non-
infected patients (49.6 +£29.2 compared with 26.4 *
23.4; P=0.01 for ESR and 3.8 + 3.2 compared with 1.9 =
3.2; P=0.0036 for CRP). However, ESR and CRP
showed higher-than-normal levels in 11 (46%) and
in 12 (50%) out of 24 noninfected patients, respectively.
This indicates that these parameters have a high
sensitivity but low specificity and could be useful for
initial screening.

A wide variety of nuclear medicine procedures can be
used and, in general, it is accepted that a normal study
is a strong indicator against prosthetic joint infection,
however, their specificity for differentiating aseptic
loosening from infection is low [21-23]. At present, LS
is still the most widely accepted imaging tool in the
diagnosis of most infectious processes. However, pub-
lished series using LS in the diagnosis of prosthetic joint
infection show inaccuracies because of the specific
characteristics of such locations. Several studies have
shown higher specificity of MS combined with LS (LL.S—
MS) compared with LS alone [14]. In these series, the
global imaging analysis showed that the sensitivity and
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Fig. 3

!

(a) Patient with infection of the right total hip prosthesis showing hyperemia in the blood pool phase (arrowhead) and increased uptake in the
acetabulum in the bone phase of the bone scintigraphy (i). In the leukocyte scintigraphy, focal deposits compatible with infection in the right
coxofemoral joint with fistulous trajectory toward the outer side of the thigh can be seen (arrows) (ii). The bone marrow scintigraphy is inconsistent
with the leukocyte scintigraphy, suggesting active infection (iii). (b) ®*™Tc-ciprofloxacin scintigraphy at 1, 4, and 24 h image acquisitions show a
pathological uptake that is more evident in the anterior views (arrows) (i) at all time-points and considered as true positive (ii). The patient presented a

confirmed resistant strain.
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Fig. 4
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(a) Patient with aseptic loosening of the left knee prosthesis showing a diffuse uptake pattern in the vascular (arrowhead) and bone phase of the
bone scintigraphy. In the leukocyte scintigraghy in anterior projection, a faint uptake in the femoral component consistent with the MS can be seen,
discarding an active infectious process (i). °°™Tc-ciprofloxacin scintigraphy at 1 and 4 h acquisitions show an intense diffuse uptake surrounding the
prosthesis, which is less evident, but still positive in the 24 h scan (arrows) and considered as a false positive (ii). (b) Patient with confirmed infection
of the left knee prosthesis showing a diffuse uptake pattern in the leukocyte scintigraphy (arrowhead) with a negative bone marrow scintigraphy (i).
99MTe-ciprofloxacin scintigraphy at 1, 4, and 24 h image acquisitions show a pathological uptake at all time-points (arrows) and is considered as true
positive (ii).

specificity of combined LS-MS were 75 and 92%, triple-phase acquisition [24]. However, in our series, the
respectively, noting that the use of MS probably explains  blood pool phase was positive in only four out of our 16
such high specificity. Bone scan has recently been proposed infected patients (25%). Furthermore, we found some kind
as an accurate technique for discarding infection using  of increased periprosthetic uptake in 100% of the patients
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studied in the late phase, with no significant differences in
uptake patterns between infected patients and those
without infection.

CFS may have potential as an LS substitute for several
reasons: (i) there is no need for blood extraction,
manipulation, and posterior autotransfusion of the
patient’s blood, thereby eliminating biological risk not
only for the patient but also for the technicians in charge;
(i) CFS is easier to carry out than LS, which requires
a longer time and qualified personnel; (iii) the effective
dose is lower with CFS resulting in less irradiation of the
patient; (iv) it is cheaper and can be used in neutropenic
patients; and (v) there is an absence of bone marrow
uptake using CFS compared with LS. Concordance
between combined LS-MS and CF at 24h was low
(x=0.36; 95% CI: 0.09-0.63), probably indicating that
the information from each radiopharmaceutical about the
inflammatory or infectious process is not comparable.

We found a CFS image at 24h in the study of hip
arthroplasty infections showing high sensitivity of up to
88%, with a specificity of 85%. These values were
comparable with those obtained using combined LS-
MS, which reached 74 and 90%, respectively. The results
obtained for hip prostheses infection by Larikka ez a/. [25]
agree with our findings, suggesting that diagnostic accuracy
of CFS can improve from 57 to 97% when the imaging time
is extended to 24 h postinjection of the tracer. In contrast,
our results with the CFS image at 24 h in knee prostheses
showed low specificity of only 50% compared with Larikka
et al. [26] who reported a figure of 76%. They considered
patients as noninfected when a declining pattern of uptake
between 1, 4, and 24h after radiotracer injection was
observed. In our series patients were considered as non-
infected cases only when no significant uptake was seen in
CFS images. This could explain the low specificity of our
results in the analysis of the knee prostheses. However, the
declining pattern criteria are difficult to identify because of
the high background at 24-h imaging. Actually, we found no
visual differences in the pattern of uptake at 24h, with
strong similarities in cases with or without infection, as can
be seen in Fig. 4. Another explanation of the low specificity
of CFS in knee prostheses could be because the posterior
synovial membrane is usually preserved and it can give
false-positive results in sterile inflamed joints [27].
Shoulder prostheses are relatively infrequent and conse-
quently large series are needed to study their clinical
complications. There were only three suspected infected
shoulder arthroplasties out of the 40 cases included in this
study. Combined LS-MS and CFS at 24 h were only able to
detect one out of the two infected patients. Only in the
noninfected case both the procedures were negative.

Interestingly, the five infected patients because of a
ciprofloxacin resistant strain were positive for infection by
CFS images. Resistance to ciprofloxacin is mediated by

the over-expression of efflux pumps and/or the alteration
of their target. The over-expression of efflux pumps could
decrease the intracellular accumulation of radiotracer re-
ducing its ability to detect infection by resistant
microorganisms; however, Sierra ¢z 4/ [28] evaluated
in vitro the impact of efflux pumps expression on the
accumulation of radiolabeled ciprofloxacin in two S. aureus
and two Pseudomonas aeruginosa strains (with and without
efflux pumps) and they did not find any differences. These
data suggest that the radiolabeled compound is not
recognized by the efflux pumps and the intracellular
concentration is maintained. Although the precise resistant
mechanism of the isolated microorganisms in our clinical
study was not investigated, this finding is in agreement
with the clinical results described in this article.

In conclusion, CKFS can be useful in the evaluation of
suspected infection of hip prostheses, giving similar results
when compared with LS-MS. CFS should at least include
images taken 24h after injection. The lack of specificity
that CFS showed in our series would indicate that this
technique is inadequate for the study of infection of knee
prostheses. Further studies need to be carried out to
establish the potential role of CFS in other joints.
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INVESTIGACION Y RESULTADOS

Resumen de la metodologia:

Se trata de un ensayo clinico prospectivo, unicéntrico y en fase Il para evaluar la
utilidad del *™Tc-Ciprofloxacino en el diagndstico de infeccion de protesis

osteoarticulares (Agencia Espafiola del Medicamento, protocolo 03-0090)

Se reclutaron 40 pacientes con dolor localizado en la protesis (cadera, rodilla y
hombro). El diagnéstico final de infeccion de protesis osteoarticular se establecio
cuando en 2 cultivos de tejido periprotésico de 6 sean positivos para el mismo
microorganismo o haya evidencia macroscépica de material purulento. La adquisicién
de imagenes consistié en una gammagrafia ésea convencional y en la combinacion de
una gammagrafia con leucocitos marcados con *™Tc-HMPAO y una gammagrafia
medular. La prueba con *™Tc-Ciprofloxacino se realizé a las 1, 4 y 24 horas post

inyeccién intravenosa de 370 MBq.

El radiofarmaco objeto de estudio (**™Tc-Ciprofloxacino) se preparé segin el
procedimiento citado anteriormente manteniendo las condiciones asépticas
ambientales y de producto. De los 40 pacientes incluidos en el estudio se documentdé
infeccion en 16 correspondientes a las prétesis en 8 caderas, 6 rodillas y 2 hombros.
De los microorganismos aislados, 9 fueron resistentes a ciprofloxacino. En los 24

casos restantes se excluyd el diagnéstico de infeccion.

Analisis global de la imagen:

La gammagrafia 6sea mostro algun tipo de hipercaptacion en el 100% de los pacientes
estudiados ya sea con apariencia difusa en la zona periprotésica (31 de 40 pacientes;
77,5%) o bien con areas con hipercaptacion en el acetabulo y en la punta del vastago
de la proétesis (9 de 40 pacientes; 22,5%). No se observaron diferencias significativas

en los patrones de captacién entre pacientes con infeccion o aflojamiento aséptico. La
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sensibilidad y especificidad de la gammagrafia combinada de leucocitos marcados con
medular (LS-MS) fue del 75% y 92% respectivamente con un valor predictivo positivo
(VPP) del 86% y un valor predictivo negativo del 85%. Las imagenes con **"Tc-
Ciprofloxacino (CFS) se analizaron independientemente a la hora, 4 horas y 24 horas
post inyeccién y en diferentes combinaciones; siendo el punto de las 24 horas el de
mejor sensibilidad (88%), especificidad (71%), VPP (67%) y VPN (89%). Todos los 5
pacientes infectados por cepas resistentes al ciprofloxacino captaron el radiofarmaco.
La concordancia entre LS-MS y *™Tc-Ciprofloxacino a las 24 horas resulté baja (k =

0,36; 95% intervalo de confianza: 0,09 — 0,63)
Analisis de la cadera:

En la gammagrafia LS-MS se obtuvo una sensibilidad del 74%, especificidad del 90%,
VPP del 86% y VPN del 86%. Para el *™Tc-Ciprofloxacino a las 24 horas una
sensibilidad del 88%, especificidad del 85%, VPP del 78% y VPN del 92%. Sélo se
encontraron 2 falsos negativos de 8 casos y 1 falso positivo en 13 casos que mostro
una débil captacién en el componente proximal de la prétesis. La concordancia fue

moderada (k = 0,40; 95% intervalo de confianza: 0,01 — 0,79)
Analisis de la rodilla:

En la gammagrafia LS-MS se obtuvo una sensibilidad del 83%, especificidad del 90%,
VPP del 83% y VPN del 90%. Para el *™Tc-Ciprofloxacino a las 24 horas una
sensibilidad del 100%, especificidad del 50%, VPP del 55% y VPN del 100%. Loa
resultados muestran poca especificidad. No hubo falsos negativos (0 de 6 casos). Sin
embargo, hubo 5 falsos positivos de 10 casos que corresponden en una captacion
difusa alrededor de la prétesis. La concordancia fue baja (k = 0,20; 95% intervalo de

confianza: 0,18 — 0,58).
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6. DISCUSION

El diagnostico de las infecciones de protesis articulares es a menudo dificil, ya que los
sintomas clinicos y los pardmetros radiol6gicos frecuentemente son indistinguibles de
los que se observan en un aflojamiento aséptico de la prétesis. En estos casos, es
necesario realizar exploraciones complementarias para poder efectuar un diagnéstico
definitivo (3), esencial a la hora de decidir el mejor abordaje quirargico. Sin embargo,
no existe ningun test que tenga un 100% de sensibilidad y especificidad. La cirugia

implica inflamacion que se asemeja a una infeccion activa.

La gammagrafia con **"Tc-ciprofloxacino se ha utilizado por otros grupos de trabajo
con resultados contradictorios en el diagnéstico de varios procesos infecciosos y la
mayoria de los estudios mostraban una poblaciéon de pacientes heterogénea, lo que
hace dificil interpretar los resultados obtenidos (64,110). El ciprofloxacino se incorpora
en la bacteria y se une a la DNA girasa o topoisomerasa IV, por tanto, es razonable
pensar que usar este antibiético marcado implicaria una mejor especificidad que los
leucocitos marcados en el diagnéstico de la infeccion. Cuando Britton et al.
propusieron esta técnica sus resultados fueron buenos (60,61,62). Sin embargo, el
método de marcaje del radiofarmaco es critico, ya que si se forman coloides, éstos se

acumulan en los focos inflamatorios dando resultados falsos positivos.

Los diferentes marcajes que estan descritos en la literatura cientifica difieren
generalmente en un punto: el agente reductor del [**TcO,]. Se han usado el estafio
en forma de diferentes sales, el acido formamidin sulfinico (FSA) (60,62,111) y existe
un trabajo que utilizé un polimero redox (112). Los mas estudiados son las sales de
estafio cuyas formas utilizadas comunmente son el cloruro de estafio (111, 113,114) y

el tartrato de estaro (59,115).
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En nuestro estudio de marcaje, el acido L-tartarico se escogié como una fuente de
aniones tartrato, puesto que es capaz de abastecer una pequefa concentracion de
tartrato al medio de reaccién, suficiente para que actia como ligando de intercambio.
El uso de acido tartarico y el cloruro de estafio(ll) (SnCl,) por separado en lugar de
tartrato de estafio(ll) permite trabajar a bajas concentraciones de ligando de
intercambio, independientemente de la concentracion de estano como agente
reductor. Ademas, el acido L-tartarico es un compuesto incluido en Farmacopea,
hecho que facilita su uso en ensayos clinicos. Por tanto, el [**"Tc]-Ciprofloxacino se
preparé de forma sencilla mediante una reaccion a temperatura ambiente entre el
ciprofloxacino hidroclururo (es la sal soluble en agua; la base libre no lo es), acido L-
tartarico y cloruro de estario(ll). El control de calidad se realizé6 mediante cromatografia
en capa fina (TLC). Si bien existen otros métodos cromatograficos de control de
calidad (p. ej. HPLC), la TLC son los mas eficientes para usar en una unidad de
radiofarmacia de hospital en la determinacion de impurezas en los radiofarmacos
tecneciados, porque normalmente no se dispone de equipos sofisticados y ya son
Utiles como lo demuestra la rutina diaria asistencia en los demas radiofarmacos
marcados con *"Tc. La idea de este trabajo fue precisamente poder realizar un
marcaje sencillo con un control de calidad que usase los métodos habituales en una
unidad de radiofarmacia hospitalaria convencional, como es la del Hospital Clinic de
Barcelona. Asi pues, se usaron una combinacién de 3 tiras de cromatografia en capa
fina para poder determinar todas las impurezas radiactivas presentes en la
preparacion (tecnecio libre, coloide y tartrato). Se usaron del tipo ITLC-SG (fase
normal) desarrolladas con acetona pare evaluar el contenido de tecnecio libre en
forma de [*™TcO,]; otra ITLC-SG con etanol/agua/hidroxido aménico (2:5:1) como
fase movil para evaluar el contenido de coloides (69). El contenido de ®™Tc-tartrato se
evalué mediante placas de cromatografia pero en este caso fueron de fase reversa,

RP-18, con una fase movil que consistia en solucién salina/metanol/acido acético
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(55:45:1). En este sistema, el *™Tc-ciprofloxacino permanece en el punto de

aplicacion.

Por tanto, la combinaciéon de estas 3 cromatografias en capa fina nos aporta la
suficiente informacién para determinar los porcentajes de las 4 especies implicadas en

la preparacion: **™Tc-ciprofloxacino, *™Tc-tartrato, [*™TcO4]y **™Tc-coloide.

Para verificar la idoneidad de las cromatografias y asegurar que cada una de ellas
sirve para identificar las impurezas formadas, se efectuaron los test correspondientes.
A continuacién se muestra la verificacion de la idoneidad de las cromatografias que
corroboran que dichos controles de calidad sirven para la identificacion de las

impurezas:
Patrén de [*°™TcO,] en fase normal (silica-gel) — -

Un eluido directo del generador de %“Mo-*"Tc ., ||"|

(Drytec®) se sembrd en una tira de silica-gel y acetona
como fase mévil. Se observa que obtenemos un pico
puro del producto en el frente del disolvente (Rf =1). Esta cromatografia es adecuada

para la deteccion del tecnecio libre.

Patron de coloide

En este cromatograma podemos ver como una =

muestra de coloide permanece en el punto de w|

0 s0 100 150 200 mm

aplicacion (R; =0) utilizando una tira de silica-gel y
una fase movil consistente en etanol/agua/hidroxido
amobnico 25% (2:5:1). Esta nos servird para detectar el antibiético marcado que

migrara con el frente de disolvente.
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H

Patron de [*TcO,] en fase reversa

Y
2

o 0 00 180 200 men

Un eluido directo del generador de % Mo-*"Tc

- 8 8 8

(Drytec®) se sembr6é en una placa RP-18 y solucién
salina/metanol/acido acético (55:45:1) como fase movil.

Migra casi con el frente, a un R de 0,8-0,9.

Patrén de *®™Tc-tartrato

Tomando como referencia un radiofarmaco que A

3000

000
1000
[

contiene tartrato (MAG;) se consiguié esta impureza

radiactiva y al aplicarla en una placa RP-18 y solucion

salina/metanol/acido acético (55:45:1) como fase mévil migra con el frente.

Ademas, siguiendo la metodologia de marcaje ya descrita, se estudié la influencia del
acido tartarico mediante la adicidon en la reaccion diferentes concentraciones que
equivalian a diferentes relaciones molares de ciprofloxacino/acido tartarico. Cuando la
relacion molar ciprofloxacino/acido tartarico es muy baja, el *™Tc-tartrato es el
subproducto predominante debido al gran exceso de iones tartrato en el medio. Este
resultado esta de acuerdo con la idea de que la concentracién de tartrato en el medio
de reaccién debe ser baja, porque la estabilidad termodinamica del %™Tc-
ciprofloxacino probablemente no es mucho mayor que la del ®™Tc-tartrato. Por otro
lado, cuando la relacion molar ciprofloxacino/acido tartarico es muy alta, el contenido
de coloide se vuelve considerable. Este fendmeno es consistente con el papel del ion
tartrato como ligando de intercambio, puesto que cuando la concentracion de tartrato
es muy baja, el tecnecio reducido no se estabiliza a tiempo y se forma coloide
rapidamente. Se ha de hacer hincapié en que existe un punto donde se consigue una
pureza radioquimica de mas del 90% con cantidades despreciables de impurezas y
corresponde a la relacibn molar ciprofloxacino/acido tartarico de 50-100. Por

consiguiente, este es el rango 6ptimo de trabajo para conseguir el rendimiento de
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marcaje del **"Tc-ciprofloxacino mas favorable segun el método descrito en este

trabajo.

A continuacion, mirando el control de calidad en capa fina, se puede ver el perfil
cromatografico usando una relacién molar [ciprofloxacino] / [acido tartarico] muy baja

(0,05), muy alta (500) y la 6ptima (50).

Una relacién molar de 0,05 significa que hay exceso de acido tartarico, en concreto 20
veces mas. Es légico que se observen los picos principales correspondientes a **™Tc-

tartrato en los 3 cromatogramas.

] £l 1m 150 00 mn 0 5 100 140 20 e o 2 100 150 200 mene

Una relacion molar de 500 significa que hay un exceso considerable de ciprofloxacino
respecto acido tartarico. A efectos de marcaje, es como si este ultimo fuera
despreciable. Por consiguiente, en el segundo cromatograma se aprecia un pico de
media altura en el origen, que corresponde a las especies coloidales debido a que no
hay suficiente ligando de intercambio (tartrato), y en el tercer cromatograma, no

aparece el tartrato de ®"™Tc en el frente.

Gl . cres ert

500

| 1000 i h 1
e /J - 4L ——)[ - LA\

[ & 100 180 o0 mm a &0 10 140 00 mm a 0 00 140 200 me

Si nos movemos en una relaciéon molar de 50, los perfiles cromatograficos son

excelentes, ya que en la primera cromatografia no encontramos ninguna impureza en
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el frente de disolvente, en la segunda cromatografia no hay coloides y en la tercera el

tartrato de tecnecio es minimo.

s | 500 o
1000 | 600
. IR 1000
500 I\ 300 |
b S — [ P R

[} i m 1450 20 mn 0 50 100 150 200 mm o 0 100 180 200 me

Para contrastar resultados, en nuestro laboratorio se realizaron pruebas de marcajes
utilizando solamente cloruro de estafio(ll) como agente reductor y sin tartrato en el

medio, como indicaron algunos grupos de trabajo citados anteriormente (111,113,114).

En este caso, la cantidad de especies coloidales no

fueron nada despreciables (pico al inicio),

2000

1000

demasiadas para aceptarlas dentro de los |

0 a0 100 150 200 mm

estandares de calidad del radiofarmaco.

El ciprofloxacino, igual que tantos otros antibiéticos de la familia de las quinolonas
como de otros grupos, puede tener resistencias bacterianas. La resistencia a las
quinolonas puede estar mediada por alteraciones en sus dianas de accién y/o

sobreexpresion de bombas de eflujo (107,109,116,117)

Este ultimo mecanismo disminuye la concentracion intracelular del antibiético. Por
tanto, la presencia de este tipo de resistencia podria reducir notablemente la
capacidad de que el radiofarmaco *™Tc-ciprofloxacino pudiera llegar a detectar de una

forma adecuada la presencia o ausencia de microorganismos resistentes.

Se escogid para el estudio dos cepas de dos especies bacterianas diferentes, una
cepa con resistencia y la otra sin ella. De esta forma se ha podido demostrar que el
antibiotico libre, sin marcar, se expulsa del medio intracelular como estaba previsto en
las cepas con bomba de eflujo. El antibidético marcado, por el contrario, se acumula
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aproximadamente en la misma proporcién tanto en las cepas resistentes como en las
sensibles tanto a los cinco minutos de incubacién como a los treinta. El [*™TcO,] no
se acumula en ninguna cepa, lo cual es absolutamente positivo ya que si se llega a
formar esta especie in vivo o un pequefio porcentaje durante la reaccion de marcaje
aceptable en las preparaciones radiofarmacéuticas, ya sabemos de antemano que no
va acumularse en las bacterias. Se escogieron dos especies bacterianas diferentes
como S. aureus y P. aeruginosa, un coco grampositivo y un bacilo gramnegativo
respectivamente. De este modo, se ha podido estudiar la acumulaciéon del
radiofarmaco en dos microorganismos bastante diferentes pero ambos capaces de

infectar protesis osteoarticulares (13,118,119,120,121,122,123).

La razoén por la cual el *™Tc-ciprofloxacino no es expulsado hacia el exterior no esta
clara. Posibles explicaciones pueden ir en la linea de que el complejo del antibi6tico
marcado no es reconocido por el sistema de bombeo hacia el exterior, ya que posee
un atomo adicional diferente como es el tecnecio, o bien pensar que el complejo se
disocia en el interior acumulandose el is6topo radiactivo formando otra especie, o bien

que reoxidado a [**"TcO,] que no atraviesa la membrana como se ha demostrado.

El diagnéstico de la infeccibn de prétesis osteoarticular mediante los actuales
procedimientos estandarizados sigue todavia siendo un punto problematico para los
cirujanos ortopédicos. Por lo tanto, cualquier avance o nueva técnica que pueda
ayudar a confirmar o descartar una infeccion de este estilo es un paso adelante en
medicina. Los sintomas clinicos a menudo son imprecisos y los parametros analiticos,
como la velocidad de sedimentacion globular (VSG) o la proteina C reactiva (PCR),
inconcluyentes (124,125). En nuestro grupo de pacientes, tanto la VSG como la PCR
fueron significativamente mayor en los pacientes con infeccion (49,6 + 29,2 frente a
26,4 + 23,4, p = 0,01 parala VSGy 3,8 + 3,2 frente a 1,9 = 3,2 p= 0,0036 para la
proteina C reactiva). Sin embargo, entre los pacientes no infectados, 11 de ellos (46%)

tuvieron valores elevados de VSG y otros 12 (50%) valores elevados de proteina C
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reactiva. Este hecho indica que dichos parametros analiticos poseen una alta

sensibilidad pero baja especificidad y pueden ser utiles en una criba inicial.

Se conocen una gran variedad de procedimientos en Medicina Nuclear pero su
especificidad para diferenciar aflojamiento aséptico de la protesis de infeccion es baja
(126,127,128). En la actualidad, la gammagrafia con leucocitos marcados sigue siendo
la técnica de imagen mas aceptada en el diagnéstico de muchos procesos infecciosos.
No obstante, su uso en el diagndstico de infecciones de proétesis osteoarticulares
muestra inexactitudes debido a sus captaciones inespecificas. Varios estudios
demostraron mayor especificidad si se combinaba la gammagrafia con leucocitos
marcados y la gammagrafia medular (129). En estos casos, se obtenia una
sensibilidad del 75% y una especificidad del 92%. Este aumento de la especificidad se

explica por la combinacion de la gammagrafia medular y la de leucocitos marcados.

La gammagrafia 6sea ha sido propuesta recientemente como una técnica precisa para
descartar infeccidbn usando una adquisicién en triple fase (130). Sin embargo, en
nuestra serie, la fase vascular sélo fue positiva en 4 de 16 pacientes (25%). Ademas,
se encontré algun tipo de hipercaptacion en fase tardia en el 100% de los pacientes,
sin diferencias en los patrones de captacion entre los pacientes infectados y los que

no.

La gammagrafia con **™Tc-Ciprofloxacino podria tener un papel potencial como

sustituto a la gammagrafia con leucocitos marcados por varias razones:

1. No se necesita extraccién de sangre, manipulacién ni posterior reinyeccion
al paciente. Por tanto, se reduce enormemente el riesgo biolégico para el

paciente y el personal sanitario.

2. Es mas facil, menos laboriosa y requiere menos tiempo para la preparaciéon

del radiofarmaco.
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3. Ladosis efectiva es menor. Menos irradiacion al paciente.
4. Puede usarse en pacientes neutropénicos.

5. No se observa captacion fisioloégica en médula ésea que pueda enmascarar

la infeccion.

La concordancia entre gammagrafia con leucocitos combinada con la medular y la
gammagrafia con *™Tc-Ciprofloxacino a las 24 horas fue baja (k = 0,36; 95% intervalo
de confianza: 0,09 — 0,63). Probablemente, este hecho indica que la informacion
extraida de cada radiofarmaco acerca del proceso inflamatorio o infeccioso no es

comparable.

En el estudio de las imagenes de cadera con **"Tc-Ciprofloxacino a las 24 horas se
encontré una alta sensibilidad, del 88%, con especificidad del 85%. Estos valores
fueron totalmente comparables con los obtenidos mediante la combinacion de
gammagrafia con leucocitos marcados mas la gammagrafia medular (sensibilidad del
74% y especificidad del 90%). Los resultados obtenidos por Larikka et al. (131) estan
de acuerdo con los nuestros y sugiere que la exactitud diagnostica se puede aumentar
considerablemente cuando la adquisicion de imagenes se alarga hasta la

correspondiente a las 24 horas.

Por el contrario, nuestros resultados con *™Tc-Ciprofloxacino a las 24 horas en
protesis de rodilla mostraron una baja especificidad (sélo del 50%) comparada con la
obtenida por Larikka et al (132) correspondiente a un 76%. Ellos consideraron
pacientes no infectados cuando existia un patron de disminucion de la captacion entre
las 1, 4 y 24 horas post inyeccién del radiofarmaco. En cambio en nuestra serie de
pacientes, descartamos infeccion sbélo cuando no observabamos captacion
significativa en las imagenes. Ello podria explicar la baja especificidad de nuestros
resultados en el analisis de las protesis de rodilla. Sin embargo, cabe decir que el

patrén de disminucién de captacion para descartar infeccion es dificil de realizar ya
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que existe un fondo alto en las imagenes correspondientes a las 24 horas. Otra posible
explicacién para la baja especificidad seria que la membrana sinovial posterior queda
preservada después de la cirugia y puede llegar a dar falsos positivos en

articulaciones meramente inflamadas pero no infectadas (133).

Un hecho interesante fue que 5 pacientes infectados por una cepa resistente a
ciprofloxacino fueron positivos en la gammagrafia con *™Tc-Ciprofloxacino. La
resistencia al ciprofloxacino (quinolona) esta mediada por sobreexpresién de bombas
de eflujo, mutaciones de los genes que codifican para la DNA girasa (diana del
antibiotico) o bien alteraciones en la permeabilidad en la membrana. Inicialmente, se
puede pensar que la sobreexpresibn de bombas de eflujo puede disminuir la
acumulacion del radiofarmaco intracelularmente, llevando a una disminucién en la
capacidad para detectar infecciones en estos casos. Sin embargo, nuestros estudios
realizados in vitro con cepas de S. aureus y P. aeruginosa, que expresaban dichas
bombas como mecanismo de resistencia y con cepas que no las expresaban, no
mostraron ninguna diferencia en cuanto a la acumulacion intracelular del radiofarmaco.
Aunque no se investigb el mecanismo de resistencia concreto de los microorganismos
aislados en el estudio clinico, este hecho esta de acuerdo y satisface los hallazgos de

nuestros estudios de acumulacion in vitro.
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7. CONCLUSIONES

1.

El mejor método de marcaje del *™Tc-ciprofloxacino para obtener una alta
pureza radioquimica es utilizando una relacién molar [ciprofloxacino/acido

tartarico] en el rango de 50-100.

Para identificar todas las impurezas, el método de control de calidad combina 3
cromatografias en capa fina para, dos con silica-gel como fase estacionaria y

una en fase reversa.

El %°™Tc-ciprofloxacino se acumula intracelularmente en S. aureus y P.
aeruginosa. La ausencia de [*™TcO,] intracelular demuestra que toda la

radiactividad detectada es debida al antibiético marcado.

La presencia de resistencias no afecta a la acumulacion del %™Tc-

Ciprofloxacino en S. aureus y P. aeruginosa.

Los mejores resultados de la gammagrafia con *™Tc-ciprofloxacino en
pacientes se obtienen en las imagenes a las 24 horas, con una sensibilidad del
88%, una especificidad del 71%, un valor predictivo positivo del 67% y un valor

predictivo negativo del 89%.

La gammagrafia con *™Tc-Ciprofloxacino puede ser una alternativa dtil a la
gammagrafia con leucocitos marcados en la evaluacion de la sospecha de
infeccion de protesis de cadera. La especificidad encontrada no es adecuada

para recomendarla en el diagndstico de infeccidén en protesis de rodilla.
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