EDITORIAL

Concentracién preventiva de mutantes: jun nuevo
parametro de actividad antimicrobiana con valor clinico?

Rafael Canton
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La resistencia de los microorganismos a los antimicro-
bianos ha aumentando considerablemente en los tltimos
afios. Son muchos los autores y las agencias publicas y pri-
vadas las que han alertado de este problema y se han rea-
lizado documentos de consenso para establecer estrategias
que reduzcan o minimicen sus efectos%. Esta situacion se
ha producido debido a la plasticidad con que los microor-
ganismos desarrollan mecanismos que evitan el efecto in-
hibitorio o letal de los antimicrobianos. Esencialmente, las
bacterias pueden adquirir resistencia a los antimicrobia-
nos por dos procesos: mutacion y adquisicién de genes ex-
ternos*. Ambos son importantes y su trascendencia de-
pende del tipo de gen y microorganismo implicados, los
antimicrobianos afectados y el proceso clinico que produ-
cen las bacterias que han adquirido el caracter resistente.

La resistencia por mutacién puede afectar a genes diana
o reguladores de procesos cuya alteracién compromete la
actuacion de los antimicrobianos. En el primer caso po-
driamos sefialar las mutaciones en las regiones QRDR
(quinolone resistance determining region) correspondien-
tes a los genes que codifican la girasa o la topoisomera-
sa IV que reducen la actividad de las fluoroquinolonas o
las mutaciones en genes ribosomales que modifican la afi-
nidad de los macrélidos por el ribosoma. Ejemplo de muta-
ciones en los genes reguladores son la hiperproduccién de
la betalactamasa AmpC en Pseudomonas aeruginosa que
afecta la actividad de la ceftazidima y la cefepima o la hi-
perexpresion de los sistemas de expulsion en este mismo
microorganismo que compromete, entre otros, la activi-
dad del meropenem, los aminoglucésidos, las tetraciclinas
y las fluoroquinolonas.

La exposicién de una poblacién bacteriana a la accién
de un antimicrobiano suele producir un efecto deletéreo
sobre ella, bien inhibiendo su crecimiento o produciendo
su muerte. Este efecto no siempre se hace patente, bien
por la presencia de un mecanismo de resistencia previo en
ella o por la emergencia de mutantes resistentes*. En una
primera aproximacién podriamos pensar que los antimi-
crobianos tienen un efecto mutagénico y que inducen la
aparicién de mutaciones. Sin embargo, es bien conocido
que los mutantes resistentes se encuentran de manera
natural en las poblaciones bacterianas y que este hecho es
independiente de la presencia del antimicrobiano en el
medio. Toda poblacion bacteriana tiene, con una frecuen-
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cia variable, mutantes resistentes que coexisten con la po-
blacién sensible mayoritaria®. Bajo determinadas cir-
cunstancias, cuando se somete una poblacién bacteriana
a la accién de un antimicrobiano, los mutantes resistentes
pueden hacerse dominantes al inhibirse la fraccién sensi-
ble mayoritaria pero no la de los mutantes resistentes.
Este proceso se conoce con el nombre de seleccién de mu-
tantes resistentes.

Baquero et al®8 durante la década de 1990, en ensayos
de competicién entre cepas isogénicas de Escherichia coli
con betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y de se-
leccion con ceftazidima y cefepima en poblaciones de Ente-
robacter cloacae productores de AmpC observaron que sélo
era posible recuperar mutantes resistentes en un rango de
concentraciones especificas que iban desde la concentra-
ci6n inhibitoria minima (CIM) de la poblacién bacteriana
sensible dominante hasta la CIM de la subpoblacién mas
resistente. Bajo este prisma establecieron el concepto de
las concentraciones selectivas y el de los compartimentos
de seleccién®210. Este concepto fue también aplicado a los
macrolidos y levanté polémicas sobre las conclusiones
obtenidas y la extrapolacion al aumento de resistencia ob-
servada en Streptococcus pneumoniae cuando se correla-
cionaba con el consumo de macrélidos con una semivida
prolongadall. Casi simultdneamente Drlica et al!2-14 ob-
servaron que la seleccién de mutantes resistentes de My-
cobacterium tuberculosis y Staphylococcus aureus a las
fluoroquinolonas se producia exclusivamente en un rango
especifico de concentraciones. La concentracién inferior
estaba cercana al valor de la CIM mientras que la superior
se situaba en el limite para el cual dejaban de aparecer
mutantes resistentes en placas de seleccion. A este rango
lo denominaron ventana de seleccion (mutant selection
window) y a la concentracién que impide el crecimiento
de mutantes, concentracién que previene la aparicion de
mutantes resistentes o CPM (mutant prevention concen-
tracion, MPC). El valor de la CPM qued6 también definido
como la CIM de los mutantes resistentes de primer esca-
16n en una poblacién bacteriana sensible. En trabajos pos-
teriores se analizaron los valores de CPM de diferentes
quinolonas en S. pneumoniae®, E. coli'® y P. aerugino-
sal?18 y se utilizaron los valores obtenidos para predecir
las opciones terapéuticas que ofrecian mayores ventajas al
evitar la aparicién de mutantes resistentes y la dosifica-
cion mas adecuada que deberia utilizarse con este propési-
t01%20, Surge un nuevo concepto microbioldgico con aplica-
cién clinica ligado nuevamente, como en el caso de la CIM,
a la concentracién del antimicrobiano.

Sirvent et al?! han abordado la determinacién de los va-
lores de CPM de diferentes fluoroquinolonas en una colec-
cién de aislados clinicos de P. aeruginosa procedentes de
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pacientes con infecciones nosocomiales, alguno de ellos con
exposicién previa a estos compuestos. Aunque todos los
aislados se consideraban sensibles a las fluoroquinolonas
por los valores de CIM obtenidos y los criterios de sensibi-
lidad aplicados, estos eran superiores a los que se encon-
traron en las cepas de los pacientes sin exposicion previa,
indicando que parte de la poblacién analizada podria tener
un mecanismo de resistencia de bajo nivel de expresion.
Con independencia de este hecho, los valores de CPM5o y
CPMy de ciprofloxacino (0,4 y 1,8 pg/ml) fueron mas bajos
que los de levofloxacino (1,4 y 2,7 wg/ml) y estos que los de
gatifloxacino (2 y 2,8 pg/ml), ofloxacino (2,6 y 7,0 pg/ml) y
moxifloxacino (3,4 y 8,5 png/ml). En el analisis detallado
de los datos, los autores diferencian los valores de CPM se-
gun la procedencia de la cepa y la exposicién previa de los
pacientes a las fluoroquinolonas, establecen el cociente
CIM:CPM y la relacién de los valores de CPM con algunos
parametros farmacocinéticos (Cnsx €n suero, concentra-
cién en macréfagos y epitelio pulmonar y AUC) obtenidos
con dosis habituales de estos compuestos. Tras este anali-
sis establecen conclusiones sobre el tratamiento con fluo-
roquinolonas en las infecciones por P. aeruginosa.

Metodolégicamente, estos autores?! utilizan un inéculo
bacteriano elevado (10'° UFC), tal y como se recomienda
para la determinacién del valor de CPM . El objetivo es
asegurar mutantes resistentes en la poblacién bacteriana
estudiada aunque su frecuencia de aparicién sea baja. En
la determinacién de los valores de CPM emplean un repli-
cador de Steers y placas de agar con fluoroquinolonas con
un amplio nimero de concentraciones al interpolar con-
centraciones entre las dobles diluciones habituales. Estos
dos hechos, permiten a los autores optimizar el nimero
de cepas estudiadas con el material utilizado y realizar
un célculo mas exacto del valor de la CPM.

Una comparacion de los datos obtenidos por Sirvent et
al?! con los referidos por otros autores en P. aerugino-
sal™18 indica que los valores de CPM son algo inferiores.
Esta circunstancia podria ser explicada de diferente ma-
nera: a) que la coleccién de cepas ensayadas responda de
manera diferente a las fluoroquinolonas que las ensaya-
das por otros autores; b) que aun siendo el inéculo prepa-
rado por los autores elevado, el depésito con el replicador
de Steers sobre las placas de agar con antimicrobianos
(aproximadamente 4 pl) no asegure un ntumero de células
similar al estudiado por otros autores, y ¢) de la reflexion
anterior también puede deducirse que en una poblacién
normal (sensible) de P. aeruginosa es posible encontrar de
manera natural diferentes subpoblaciones resistentes que
se inhiben por concentraciones distintas; los mutantes re-
sistentes de bajo nivel serian mayoritarios en la subpo-
blacién resistente (frecuencia de mutacion elevada a con-
centraciones bajas) y s6lo unas pocas células (frecuencia
de mutacién baja a concentraciones elevadas) tendrian un
mecanismo de resistencia de alto nivel. Sirvent et al?! es-
tarian ofreciendo en su trabajo valores de CPM de la sub-
poblacion con bajo nivel de resistencia pero no de los mu-
tantes con mayor nivel de resistencia para lo cual es
imprescindible que el inéculo sea realmente elevado. Esta
hipétesis sélo podria demostrarse ensayando diferentes
in6culos y analizando el mecanismo de resistencia de las
subpoblaciones que sobreviven en las concentraciones
previas a la del valor de la CPM. Hasta la fecha, los tra-
bajos realizados con P. aeruginosa en la determinacion
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de la CPM no han contemplado esta posibilidad. Sin em-
bargo es conocido que este microorganismo presenta, con
elevada frecuencia (< 1077), variantes resistentes (0 menos
sensibles) con aumento de la expresiéon de las bombas de
expulsién, que estos se producen por la afectacién de di-
ferentes operones y genes reguladores y que los valores de
CIM de las fluoroquinolonas afectadas no son muy eleva-
dos. Por el contrario las mutaciones en la gyrasa y la to-
poisomerasa IV aparecen con menor frecuencia (107-1079)
y que los valores de CIM de las fluoroquinolonas en las ce-
pas que presentan estas mutaciones son mas elevadas
que las anteriores?>23,

El anadlisis anterior incide en dos conceptos esenciales
en la determinacién de la CPM y en su aplicacién clinica:
a) el inoculo bacteriano y b) la propia definicién de la
CPM como concentracién preventiva de primeros mutan-
tes. Desde el punto de vista clinico, la utilizacién de un
inoculo elevado de 101° UFC podria cuestionarse por el
hecho de que son pocos los procesos en los que este se al-
canza realmente. Con ello la extrapolaciéon de los valores
de CPM no serian reales en un escenario habitual de tra-
tamiento antimicrobiano. Sin embargo, la presencia de
mutantes ya seleccionados en una poblacién bacteriana
(es posible la seleccién in vivo) y la existencia de procesos
cronicos que afectan a territorios compartimentalizados
en los que el inéculo bacteriano y las concentraciones de
antimicrobiano pueden ser diferentes en los distintos
compartimentos justifica la elecciéon de un inéculo eleva-
do. Este seria el caso de las infecciones respiratorias con
colonizacién crénica como el caso de los bronquiticos cro-
nicos, los pacientes con fibrosis quistica, osteomielitis, in-
fecciones en el pie diabético e incluso algunos procesos
agudos con rapida progresion del nimero de microorga-
nismos como la neumonia asociada a ventilacién mecéni-
ca?4?5, Con respecto al segundo punto, se admite la de-
terminacién de CPM a partir de aislados con primeras
mutaciones y por tanto definir la CPM como aquella que
evite la aparicién de mutantes con dobles mecanismos.
Este aspecto tiene especial relevancia en el desarrollo de
compuestos antimicrobianos que evadan mecanismos
de resistencia ya presentes pero que también eviten el de-
sarrollo de nuevos mutantes?S.

Tal y como realizan Sirvent et al?! en su trabajo, para
dar valor clinico al concepto de la CPM es imprescindible
su comparacion con la farmacocinética de los compuestos
estudiados. Las fluoroquinolonas presenta unos pardme-
tros farmacocinéticos/farmacodinamicos (FC/FD) que se
ajusta a un modelo de actividad que depende de la con-
centracién del farmaco en el lugar de la infeccién (con-
centraciéon maxima y area bajo la curva por encima de la
CIM, Cp4x:CIM y AUC:CIM, respectivamente), sobre todo
en el caso de las infecciones respiratorias?’. Los autores,
comparando el valor de la CPM con la Cy4: y el AUC, con-
cluyen que ciprofloxacino es superior a levofloxacino y
éste a su vez que moxifloxacino en la capacidad de res-
tringir o evitar la aparicién de mutantes resistentes. Sin
embargo, los parametros FC de comparacion utilizados
por ellos no contemplan una dosificacién de levofloxacino
mas adecuada a las infecciones respiratorias por P. aeru-
ginosa (500 mg/12 h o 750 mg/24 h) y recogida en diversos
documentos y guias de tratamiento?8-3°, Con esta dosifica-
cion, el riesgo de seleccion de mutantes resistentes con
levofloxacino, al menos en el compartimento respiratorio,
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no seria inferior al de ciprofloxacino ya que escaparia a
la ventana de seleccion!”51,

Una conclusién interesante del trabajo de Sirvent et al?!
deriva de la separacion de las cepas de P. aeruginosa se-
gun hubiesen sido expuestos o no a las fluoroquinolonas
los pacientes en las que se aislaron. Las cepas de los pa-
cientes tratados previamente para los que se obtienen va-
lores de CIM de las fluoroquinolonas algo mas elevadas,
tendrian presumiblemente un mecanismo de resistencia
(primera mutacién) y la CPM obtenida, més elevada que
en la poblacién totalmente sensible obtenida de pacientes
sin tratamiento, debe corresponderse con valores que evi-
tan la aparicién de subpoblaciones con mas de una muta-
cién. En estos casos la probabilidad de seleccién de estos
mutantes con tratamientos inadecuados no ajustados a
parametros FC/FD tendria mayor riesgo al acortarse las
distancias entre la Cpsx 0 el AUC y el valor de la CPM. La
posibilidad de entrar en ventana de seleccién durante el
tratamiento seria mas elevada, sobre todo con dosificacio-
nes inadecuadas®’. También es de resaltar que de los da-
tos de Sirvent et al?! el valor de la CPMy, de ciprofloxacino
(0,5 pg/ml) es inferior a la de levofloxacino (1,5 pg/ml)
cuando se consideran las cepas de pacientes no tratados,
invirtiéndose esta relacion cuando se trata de cepas de
pacientes ya tratados (7,0 y 3,6 wg/ml) con lo que podria
deducirse que levofloxacino restringira mejor que cipro-
floxacino la aparicién de mutantes con alto nivel de resis-
tencia. Es razonable pensar que estas conclusiones deben
avalarse con estudio clinicos disefiados especificamente
para demostrar estas afirmaciones o al menos modelos in
vitro con cultivos dindmicos que remeden la farmacociné-
tica de las fluoroquinolonas.

La determinacién de la CPM en el laboratorio de micro-
biologia no debe realizarse de manera rutinaria en los ais-
lados clinicos ya que los valores de CPM para los mutantes
resistentes seleccionados deberian oscilar en un rango fijo,
que cubriria a los mutantes resistentes de primer escalén
si se parte de una poblacién totalmente sensible o a los
mutantes con més de un mecanismo de resistencia si se
parte de una poblacion con mutaciones previas. En el caso
de que la poblacién resistente hubiese sido ya selecciona-
da, el valor de la CIM de esta poblacién debe ser aproxi-
mado, sino igual, al de la CPM. El estudio de CPM debe
realizarse con el objetivo de predecir la posibilidad de de-
sarrollo de resistencia y adecuar los tratamientos antimi-
crobianos con este fin.

Respondiendo a la pregunta realizada en el titulo de
este editorial, aunque la CPM no es estrictamente un pa-
rametro de actividad de los antimicrobianos, que estaria
mejor marcada por el valor de la CIM y su posterior in-
terpretacién, sin embargo podria utilizarse como tal. Su
aplicacién a la capacidad de restringir o disminuir la se-
leccién de mutantes resistentes cuando se utilizan los an-
timicrobianos con criterios FC/FD y por tanto a la posibi-
lidad de evitar el fracaso clinico asociado, llevaria a
asumir que la CPM es un parametro de actividad. Asi
mismo, el concepto tiene una clara aplicacién clinica y
ayuda a definir cudl es la dosis mas adecuada de un anti-
microbiano, al menos desde el punto de vista de la selec-
ciéon de mutantes, y marca diferencias entre los antimi-
crobianos que deben utilizarse en la elaboracién de las
guias de tratamiento y definicién de las politicas de anti-
microbianos.
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Fe de errores

En el articulo titulado “Evaluacion de dos métodos de deteccion antigénica por ELISA para el diag-
noéstico de brotes causados por norovirus” (Enferm Infecc Microbiol Clin. 2006;24(9):564-7) se ha
detectado un error en la tabla 2. En la tercera columna, cuarta fila donde pone “Brote con = 3 mues-
tras estudiadas (n = 14)” deberia poner “Brote con = 3 muestras estudiadas (n = 14)".
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