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INTRODUCCION. La finalidad de este estudio es comparar la
actividad de ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino,
gatifloxacino y ofloxacino frente a Pseudomonas
aeruginosa mediante la determinacion de la concentracion
preventiva de mutantes.

METoDOS. Se estudiaron 34 aislados clinicos de P. aeruginosa
productores de infecciones nosocomiales. La determinacion
de la concentracion preventiva de mutantes (CPM) se realizé
mediante el in6culo de 10" UFC/ml en placas de Mueller-
Hinton con concentraciones seriadas de antibiéticos. Los
microorganismos se agruparon en funcion de si el paciente
habia recibido tratamientos previos con fluoroquinolonas.
ResuLTADOS. La fluoroquinolona que presenta menores
valores de CPM es ciprofloxacino, seguida de
levofloxacino. Al analizar las cepas de pacientes con
tratamientos previos con fluoroquinolonas, se observa que
aunque las cepas siguen siendo sensibles segun los
criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI), todos los farmacos muestran menos actividad.
ConcLUsIONES. Aunque el microorganismo sea sensible a las
fluoroquinolonas por los métodos clasicos, debe valorarse
la idoneidad de administrar tratamientos con estos
compuestos en infecciones graves si el enfermo ha sido
previamente tratado con ellos.
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Study investigating the activity of several fluoroquinolones
against Pseudomonas aeruginosa using the mutant
prevention concentration

INTRODUCTION. The objective of this study was to compare
the activity of ciprofloxacin, levofloxacin, moxifloxacin,
gatifloxacin and ofloxacin against Pseudomonas aeruginosa
by determining the mutant prevention concentration (MPC).
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MEeTHoDSs. Thirty-four clinical isolates of Pseudomonas
aeruginosa causing nosocomial infection were studied.
MPC values were determined using an inoculum

of 10"% cfu/mL on Mueller-Hinton plates with serial
dilutions of the antibiotics. The microorganisms were
classified according to whether the patients had been
previously treated with fluoroquinolones or not.

ResuLTs. The fluoroquinolone with the lowest MPC values
was ciprofloxacin, followed by levofloxacin. Analysis

of strains from patients previously treated with
fluoroquinolones showed persistent susceptibility
according to the CLSI criteria, but with lower activity

of all the drugs.

ConcLusions. Although the microorganism remained
susceptible to fluoroquinolones according to classical
methods, the suitability of using these drugs in patients
with severe infection and a history of fluoroquinolone use
should be evaluated.

Key words: Pseudomonas aeruginosa. Mutant prevention
concentration. Fluorquinolones.

Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales agen-
tes asociados a infeccién nosocomial y en muchos casos
presenta importantes resistencias a los antibiéticos, por lo
que las fluoroquinolonas son uno de los grupos de fairma-
cos de eleccion en el tratamiento de las infecciones por este
microorganismo, sobre todo cuando se realizan tratamien-
tos por via orall.

Recientemente se ha definido la concentracién preven-
tiva de mutantes (CPM) como un parametro tutil para ca-
racterizar las subpoblaciones mas resistentes a los anti-
biéticos y pretendemos utilizar este nuevo parametro para
comparar la actividad de varias fluoroquinolonas frente a
aislados clinicos de P. aeruginosa productoras de infeccio-
nes nosocomiales en nuestro medio2.

Métodos

Cepas y pacientes

Se estudiaron 34 cepas genéticamente distintas de P. aeruginosa sen-
sibles a ciprofloxacino mediante los criterios establecidos por el Clinical
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and Laboratory Standards Institute (CLSI)? aisladas de 33 pacientes con
infeccién nosocomial en el Hospital General Universitario de Elche. La
seleccion de las cepas se realizo tras un seguimiento de todas las infec-
ciones causadas por P. aeruginosa procedentes tanto de areas médicas y
quirurgicas como de unidades de cuidados intensivos (UCI) y reanima-
ci6n desde noviembre de 2002 hasta mayo de 2003. De cada paciente se
cumpliment6 una ficha con datos epidemiolégicos y clinicos de interés, es-
pecificandose los tratamientos recibidos durante el ingreso hospitalario.

De las cepas estudiadas, 18 provenian de pacientes que no habian
recibido previamente tratamiento con fluoroquinolonas, mientras que
16 provenian de pacientes con tratamientos previos con estos com-
puestos.

Antibiéticos
Ciprofloxacino (Bayer), levofloxacino (Hoechst), gatifloxacino (Bris-
tol-Myers Squibb), moxifloxacino (Bayer) y ofloxacino (Sigma).

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM)

Se realiz6 mediante los criterios establecidos por el CLSI a los 5 an-
tibidticos estudiados.

Ajuste del inéculo a 10'° UFC

Tras cultivar la cepa en agar sangre durante 24 h a 37 °C, se ino-
cularon cuatro asas de 1 pl (Soria Melguizo, Espafa) con colonias en
un tubo con 5 ml de Mueller-Hinton y se agité en un vértex. Estos tu-
bos se mantuvieron en agitacién en un Rotatest Shaker (Luckham,
Gran Bretana) a 15 rpm durante 24 h a 37 °C. Después, se centrifu-
garon los cultivos a 3.000 rpm durante 10 min y se retiré el sobrena-
dante. Todo el sedimiento se resuspendi6 con buffer salino fosfato
(PBS) hasta un volumen final de 1 ml y se realiz6 una cuantificacién
de este inéculo mediante diluciones seriadas y cultivo en agar sangre.
El an4lisis de 5 cepas por triplicado mostré que todas ellas tenian un
inéculo del orden de 103 UFC/ml, por lo que la inoculacién con un re-
plicador de Steer (deposita en placa entre 1y 2 ul) hace que el in6culo
final sea del orden de 10'° UFC.

Determinacion de la concentracion preventiva
de mutantes?*

Tras ajustar el inéculo a 10%° UFC, se utiliz6 el replicador de Steer
para sembrar placas de agar Mueller-Hinton con concentraciones
comprendidas entre 30 y 0,1 mg/1 (30, 29, 28, 27, 26, 25, 24, 23, 22,
21, 20, 19, 18, 17, 16, 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9,5, 9, 8,5, 8, 7,5, 7, 6,5, 6,
55,5,4,5,4,38, 3,6,3,4,3,2,3,2,8,26,24,22 2 1,8 1,6, 1,4, 1,2,
1, 0,8, 0,6, 0,4, 0,2y 0,1) de los antibiéticos estudiados.

Cepa de referencia
En todos los estudios in vitro se ha incluido la cepa P. aeruginosa
ATCC 27853.

Electroforesis en campo pulsante

Con objeto de confirmar que las cepas eran genéticamente distin-
tas, hemos realizado el an4lisis mediante electroforesis en gel de cam-
pos pulsantes (PFGE) de todas las cepas estudiadas. Se ha realizado
siguiendo el método descrito por Pfaller et al®. La digestion del ADN
se realizé con 15 U de Spel. La electroforesis se realiz6 en geles de
agarosa PFGE al 1% en tampon TBE 0,5x (CHEF-DR III de Bio-Rad)
a 14 °C. El voltaje se mantuvo a 6 V/cm, dngulo 120° y los pulsos osci-
laron de 5 a 15 s durante 10 h, seguidos de pulsos de 15-45 s durante
otras 10 h mads. Tras la electroforesis los geles fueron tefiidos con bro-
muro de etidio (0,5 pg/ml), visualizados con transiluminador de luz ul-
travioleta y fotografiados. Se realiz6 analisis visual de los perfiles elec-
troforéticos. La interpretacion de los patrones de bandas obtenidos se
realiz6 siguiendo los criterios establecidos por Tenover et al®.

Parametros farmacocinéticos
Los valores de los parametros utilizados se detallan en la tabla 1735,
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Analisis estadistico

Se utilizé la prueba U de Mann-Whitney para comprobar si los va-
lores de CPM de los 2 grupos de cepas pertenecian a una misma dis-
tribucién o a distribuciones distintas.

Resultados

Los datos globales muestran que la fluoroquinolona que
presenta menores valores de CPM es ciprofloxacino, se-
guida de levofloxacino; por el contrario, moxifloxacino es la
que presenta valores mas elevados. Al comparar los datos
de pacientes previamente tratados respecto a los que no
habian recibido fluoroquinolonas observamos que las ce-
pas que provienen de los primeros presentan mayores va-
lores de CPM a todos los compuestos estudiados, aunque
estas diferencias no resultaron estadisticamente significa-
tivas (tabla 2). Si estudiamos el cociente CIM/CPM, aun-
que ciprofloxacino es la que presenta menores valores ab-
solutos, se observa que su cociente es menor, reflejo de
mayor separaciéon entre ambos valores (CIMgo/CPMyo
de ciprofloxacino es 0,27, mientras que el cociente medio
del resto de las fluoroquinolonas es 0,6). Al comparar las
cepas de los enfermos tratados y no tratados, observamos
que los primeros, generalmente, presentan cocientes me-
nores, reflejo de una mayor diferencia entre los valores de
CIM y CPM (la media de los cocientes CIMgy/CPMjg, de en-
fermos no tratados es 0,55, mientras que la media de los
enfermos tratados es 0,35). Los datos se detallan en la ta-
bla 3.

A la hora de relacionar nuestros datos con los parame-
tros farmacocinéticos de los distintos farmacos descritos
en la literatura especializada hay que tener en cuenta que
éstos estdn en funcion de varias variables como la dosis
administrada, el tipo de enfermos y la via de administra-
cion. En general, el andlisis de los cocientes entre la
CPMy y los distintos parametros farmacocinéticos mues-
tra que levofloxacino, debido a la mayor concentraciéon que
alcanza a nivel sérico y pulmonar, presenta los valores
maés elevados (tabla 4).

Discusion

En el éxito del tratamiento antibiético influyen muchos
parametros caracteristicos del paciente, del microorganis-
mo y del antibiético. La relacién entre la concentraciéon
que el antibiético pueda alcanzar en el lugar de la infec-
cién y la sensibilidad in vitro del microorganismo puede
ser uno de los pardametros més importantes para predecir
la eficacia clinica de un determinado tratamiento?®.

Sin embargo no existen criterios establecidos sobre los
valores que predicen una adecuada respuesta clinica; asi,
Drusano et al®” estudian enfermos con neumonia y sugie-
ren que el cociente entre el drea bajo la curva sérica (AUC)
y la CIM debe ser mayor de 87, mientras que otros autores
elevan este pardmetro a 100 o incluso a 12538, También
se ha comunicado que la probabilidad de curacién es alta
cuando la Cps/CIM es al menos de 8 a 103940,

Estos cocientes también se han utilizado para calcular
la probabilidad de generacion de mutantes resistentes, asi
aislamientos del tracto respiratorio expuestos a ciproflo-
xacino con AUC24/CIM = 110 presentan mas riesgo de ge-
neracion de resistencia®!.
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TABLA 1. Parametros farmacocinéticos de los farmacos estudiados

Crix Chmax Chmax AUC AUC AUC
dosis pacientes dosis dosis unica pacientes dosis EP MA
unica oral criticos multiples oral criticos multiples

Ciprofloxacino  1,5-2,4678 2,6-6,68%10 3,61-4,211:12 5,75-12813 24,7-28,9° 12,13-29,111.12 1,914 34,914
Levofloxacino 2,8-9,415 1,9-8,216.17 8,6-11,818 43,6-108%1° 66,120 90,7-11818 9,9-22,114 28,5-105,114.21
Moxifloxacino 1,15-4,732223 ND 3,98-4,52425 9,86-39,3822 ND 39,5-4824.25 11,7-20,7%1:26  56,7-123,321,26
Gatifloxacino  2,90-4,352728 ND 3,4% 25,65-42,42728 38,030 15-25,6531 6,032 69,1032
Ofloxacino 1,96-6,929:33 ND 1,9-9,23¢ 15,2-31,833:35 ND ND ND ND

Cnmax: concentracion sérica maxima (mg/1); AUC: drea total bajo la curva sérica (mg/h/l); EP: epitelio pulmonar (mg/1); MA: macréfago alveolar (mg/l);
ND: valor no disponible.

TABLA 2. CPM de las cepas estudiadas (mg/l)

| | Ciprofloxacino | Moxifloxacino Levofloxacino | Gatifloxacino Ofloxacino
Total cepas (n = 34) CPMso 0,4 3,4 14 2,0 2,6
CPMy, 1,8 8,5 2,7 2,8 7,0
No tratamiento previo con quinolonas  CPMso 0,5 3,4 1,5 2,0 2,3
(n=18) CPMyo 1,0 8,5 2,4 2,5 7,0
Si tratamiento previo con quinolonas CPMso 0,4 3,7 1,3 2,2 3,5
(n=16) CPMyo 7,0 11,3 3,6 5,3 10,3
CPM: concentracién preventiva de mutantes.
TABLA 3. CIM/CPM de las cepas estudiadas (mg/l)
| Ciprofloxacino Moxifloxacino Levofloxacino Gatifloxacino Ofloxacino
Total cepas (n = 34) CIM;50/CPMs50 0,31 0,59 0,36 0,50 0,58
CIMgo/CPMyo 0,27 0,47 0,75 0,71 0,49
No tratamiento previo CIM;¢/CPM5, 0,25 0,59 0,25 0,50 0,43
con quinolonas (n = 18) CIMyo/CPMyo 0,51 0,31 0,83 0,81 0,29
Si tratamiento previo CIM;50/CPMs50 0,31 0,41 0,38 0,45 0,57
con quinolonas (n = 16) CIMgy/CPMgyg 0,07 0,36 0,56 0,38 0,39

CIM: concentracién inhibitoria minima; CPM: concentracién preventiva de mutantes.

TABLA 4. Cociente entre algunos parametros farmacocinéticos de los compuestos utilizados a dosis habituales y los valores de la CPM

Ciprofloxacino | Moxifloxacino | Levofloxacino | Gatifloxacino | Ofloxacino
Total cepas Cmax dosis tnica oral/CPMg, 0,83-1,37 0,13-1,80 1,04-3,48 1,03-1,55 0,28-0,98
(n=234) Cax pacientes criticos/CPMy, 1,44-3,71 ND 0,70-3,04 ND ND
Chax dosis multiples/CPMgg 2,00-2,33 0,47-0,53 3,18-4,37 1,21 0,27-1,31
AUC dosis tnica oral/CPMg, 3,19-6,67 1,16-4,62 16,15-40,00 9,16-15,14 2,17-4,54
AUC pacientes criticos/CPMy, 13,72-16,05 ND 24,48 13,57 ND
AUC dosis multiples/CPMg, 6,74-16,17 4,65-5,65 33,59-43,70 5,36-9,16 ND
EP/CPMy, 1,06 1,38-2,44 3,67-8,19 2,14 ND
MA/CPMy, 19,39 6,67-14,51 10,56-38,92 24,68 ND
No tratamiento Csx dosis tinica oral/CPMgg 1,5-2,46 0,13-1,80 1,17-3,92 1,16-1,74 0,28-0,98
previo con Chmax pacientes criticos/CPMy, 2,66-6,68 ND 0,79-3,42 ND ND
quinolonas Chax dosis multiples/CPMg, 3,61-4,2 0,47-0,53 3,58-4,92 1,36 0,27-1,31
(n=18) AUC dosis tnica ora/CPMy, 5,75-12 1,16-4,62 18,17-45,00 10,26-16,96 2,17-4,54
AUC pacientes criticos/CPMgy, 24,7-28,9 ND 27,54 15,20 ND
AUC dosis multiples/CPMg, 12,13-29,1 4,65-5,65 37,79-49,17 6,00-10,26 ND
EP/CPMy, 1,9 1,38-2,44 4,13-9,21 2,40 ND
MA/CPMg, 34,9 6,67-14,51 11,88-43,79 27,64 ND
Si tratamiento  Cp4x dosis tnica oral/CPMjg, 0,21-0,35 0,10-0,42 0,78-2,61 0,55-0,82 0,19-0,67
previo con Chmax pacientes criticos/CPMy, 0,37-0,95 ND 0,53-2,28 ND ND
quinolonas Cmax dosis multiples/CPMg, 0,52-0,60 0,35-0,40 2,39-3,28 0,64 0,18-0,89
(n=16) AUC dosis tnica ora/CPMy, 0,82-1,71 0,87-3,47 12,11-30,00 4,84-8,00 1,48-3,09
AUC pacientes criticos/CPMy, 3,563-4,13 ND 18,36 7,17 ND
AUC dosis multiples/CPMg, 1,73-4,16 3,50-4,25 25,19-32,78 2,83-4,84 ND
EP/CPMy, 0,27 1,04-1,83 2,75-6,14 1,13 ND
MA/CPMg, 4,99 5,02-10,91 7,92-29,19 13,04 ND

CPM: concentracién preventiva de mutantes; Cnax: concentracion sérica maxima (mg/l); AUC: drea total bajo la curva sérica (mg/h/l); EP: epitelio
pulmonar (mg/l); MA: macréfago alveolar (mg/1); ND: valor no disponible.
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Sin embargo, hay que tener en cuenta que estos para-
metros estdan calculados para valores de CIM, que detecta
la sensibilidad antibiética de la poblacién bacteriana ma-
yoritaria, no teniendo en cuenta la presencia de poblacio-
nes minoritarias de microorganismos que presentan una
frecuencia de mutacion elevada; se ha descrito cepas de
P. aeruginosa que presentan una frecuencia de mutacién
de hasta 1.000 veces superior a las cepas normales y que
pueden no ser detectados por los métodos clasicos debido a
que presentan modificacién del fitness*2.

La limitacion de los métodos clasicos en la deteccién de
estos microorganismos puede ayudar a explicar los fraca-
sos terapéuticos que se producen en algunas ocasiones a
pesar de que las cepas aparezcan como sensibles por mé-
todos clasicos*?, la aparicién de cepas resistentes tras tra-
tamientos inadecuados*?, la asociacién entre el uso de
ciprofloxacino y la aparicién de cepas resistentes en uni-
dades de alto riesgo??, 1a relacién entre el uso de fluoro-
quinolonas y el porcentaje de resistencia a estos compues-
tos, tanto a nivel hospitalario*® como en unidades de alto
riesgo?’.

Con objeto de aportar datos a este problema, aplicamos
una técnica microbioldgica, la concentracion preventiva de
mutantes, que detecta estas subpoblaciones y relaciona-
mos sus valores con varios marcadores farmacocinéticos
que reflejan la concentracién de los farmacos en el orga-
nismo; el estudio se realiza en cepas genéticamente dife-
rentes mediante PFGE. Observamos que existen diferen-
cias entre microorganismos de pacientes tratados o no
previamente con fluoroquinolonas, a pesar de que los valo-
res de la CIM sean sensibles aplicando los criterios del
CLSI?.

Ademas, el anadlisis comparativo de los farmacos estu-
diados mediante esta metodologia muestra que ciprofloxa-
cino y levofloxacino son los fairmacos mas activos.

Debido a que la incorrecta eleccion del tratamiento anti-
biético y la tardanza en la eleccién del tratamiento ade-
cuado se asocian con un mayor porcentaje de mortalidad*®,
se deben realizar mas estudios para clarificar la utilidad
de la CPM a la hora de decidir la terapia de las infecciones
graves por este patégeno. Nuestro estudio, realizado en ce-
pas genéticamente distintas sugiere que existe riesgo al
administrar fluoroquinolonas en el tratamiento de infec-
ciones graves si el enfermo ha sido previamente tratado
con estos compuestos, aunque la cepa siga siendo sensible
in vitro mediante los métodos clasicos**%.

La presencia de subpoblaciones minoritarias con sensi-
bilidad disminuida a estos compuestos puede deberse a
que las fluoroquinolonas pueden seleccionar microorganis-
mos que tengan sobreexpresion de los sistemas de bomba
de flujo Mex-Opr. Estos mutantes se han descrito en un
elevado porcentaje de aislamientos clinicos de P. aerugi-
nosa (14-75%) y suelen estar con mas frecuencia en las ce-
pas sometidas a regimenes de tratamientos subéptimos®!.

Nuestros resultados podrian ayudar a explicar que uno
de los factores de riesgo para la infeccién por P. aerugino-
sa multirresistente en pacientes de UCI sea el uso de
ciprofloxacino® o que las neumonias causadas por P. ae-
ruginosa resistentes a fluoroquinolonas se asocien fre-
cuentemente a tratamientos previos con levofloxacino®? y
cuestiona la idoneidad de administrar tratamientos con
estos compuestos en infecciones graves si el enfermo ha
sido previamente tratado con ellos, aunque el microorga-

606 Enferm Infecc Microbiol Clin 2006;24(10):603-7

nismo sea sensible a las fluoroquinolonas por los métodos
clasicos.
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