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PALABRAS CLAVE Resumen Se estudid la actividad in vitro de delafloxacina, ciprofloxacina y levofloxacina por
Delafloxacina; los métodos epsilométrico y de difusion por discos frente a 181 aislamientos clinicos de infeccio-
Actividad in vitro; nes de piel y osteoarticulares. Se incluyeron 40 Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
Infecciones de piel; (SARM), 44 S. aureus sensibles a meticilina (SASM), 46 estafilococos coagulasa negativos (ECN),
Infecciones 23 Klebsiella pneumoniae y 28 Pseudomonas aeruginosa. Las CIMso/CIMgy (mg/l) de delaflo-
osteoarticulares xacina, ciprofloxacina y levofloxacina respectivamente fueron 0,004/0,064, 0,25/16 y 0,125/4

frente a SARM; 0,002/0,004, 0,125/0,25y 0,125/0,25 frente a SASM; 0,008/0,25, 0,125/ >32y
0,25/ >32 frente a ECN; 4/ >32,>32/>32y 16/ >32 frente a K. pneumoniae y 1/ >32, 0,5/>32y
4/ >32 frente a P. aeruginosa. La proporcion de aislamientos sensibles a delafloxacina, ciproflo-
xacina y levofloxacina fue la siguiente: SARM, 97,5%; 82,5% y 82,5%; SASM, 97,7%; 95,5% y 95,5%;
ECN, 93,5%; 63,0% y 60,9%; K. pneumoniae, 21,7%; 26,1%y 43,5%; P. aeruginosa, 35,7%; 53,6% y
42,8%. La concordancia categorica del método de difusion por discos y el método epsilométrico
para evaluar la actividad in vitro de la delafloxacina fue del 98,8% en S. aureus y del 91,3% en
ECN.

© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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In vitro activity;

Skin infections; Abstract In vitro activities of delafloxacin, ciprofloxacin and levofloxacin were evaluated by
Osteoarticular epsilometric and disk diffusion methods against 181 bacterial isolates recovered from bone
infections and skin infections. Isolates included were 84 Staphylococcus aureus (40 MRSA and 44 MSSA),

* Autor para correspondencia.
Correos electrénicos: fnicola@cemic.edu.ar, fgnicola@hotmail.com (F. Nicola).

https://doi.org/10.1016/j.ram.2021.02.012
0325-7541/© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la
licencia CC BY (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).


https://doi.org/10.1016/j.ram.2021.02.012
http://www.elsevier.es/ram
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.ram.2021.02.012&domain=pdf
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
mailto:fnicola@cemic.edu.ar
mailto:fgnicola@hotmail.com
https://doi.org/10.1016/j.ram.2021.02.012
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Revista Argentina de Microbiologia 54 (2022) 114-119

46 coagulase-negative staphylococci (CNS), 23 Klebsiella pneumoniae and 28 Pseudomonas
aeruginosa. The MICsy/MICqo (mg/l) for delafloxacin, ciprofloxacin and levofloxacin, respec-
tively, were: MRSA, 0.004/0.064, 0.25/16 and 0.125/4; MSSA, 0.002/0.004, 0.125/0.25 and
0.125/0.25; CNS, 0.008/0.25, 0.125/>32 and 0.25/ >32; K. pneumoniae, 4/ >32,>32/>32 and
16/ >32; P. aeruginosa, 1/>32, 0,5/ >32 and 4/ >32. Susceptibilities for delafloxacin, ciproflo-
xacin and levofloxacin, respectively, were: MRSA, 97.5%, 82.5% and 82.5%; MSSA, 97.7%, 95.5%
and 95.5%; CNS, 93.5%, 63.0% and 60.9%; K. pneumoniae, 21.7%, 26.1% and 43.5%; P aerugi-
nosa, 35.7%, 53.6% and 42.8%. The disk diffusion and epsilometric methods were concordant
for evaluating in vitro susceptibility in staphylococci (categorical concordance of 98.8% for S.
aureus and 91.3% for CNS).

© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY license (http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

La delafloxacina es una nueva fluoroquinolona (FQ) con
caracteristicas en su estructura quimica que la diferencian
de los demas antibidticos de este grupo comercializados
con anterioridad. Ha demostrado actividad frente a un
amplio rango de bacterias, tanto gram positivas como gram
negativas, incluyendo Staphylococcus aureus, estafiloco-
cos coagulasa negativos (ECN), estreptococos 3-hemoliticos,
Streptococcus pneumoniae, enterococos, enterobacterias
y Pseudomonas aeruginosa, entre otras'>'"'*, En diversos
estudios previos, la delafloxacina ha demostrado ser mas
activa que otras FQ frente a cocos gram positivos; incluso, se
hallo sensibilidad in vitro a delafloxacina en aislados consi-
derados resistentes a ciprofloxacina/levofloxacina'®'" 141,
Por ende, su actividad in vitro no puede ser extrapolada de
la observada con otras fluoroquinolonas.

La delafloxacina ha sido aprobada para el tratamiento de
infecciones bacterianas agudas de la piel y partes blandas
(IPyPB) y esta siendo evaluada contra neumonia adquirida
en la comunidad. Esta disponible en formulaciones tanto
para uso endovenoso como oral’'?. Dadas las caracteristicas
farmacocinéticas-farmacodinamicas de este nuevo antibio-
tico y su actividad in vitro, un uso clinico potencialmente
favorable podria ser el tratamiento de IPyPB y de infecciones
osteoarticulares’ 2.

En este trabajo se evalud la actividad in vitro de la dela-
floxacina mediante el método epsilométrico y el de difusion
por discos frente a microorganismos locales contempora-
neos, aislados de IPyPB y de infecciones osteoarticulares,
en comparacion con la actividad de la ciprofloxacina y
la levofloxacina. Se estudiaron 181 aislamientos clinicos,
incluyendo 84 S. aureus (40 SARM y 44 SASM), 46 ECN (30
Staphylococcus epidermidis, 10 Staphylococcus lugdunensis,
3 Staphylococcus caprae, 2 S Staphylococcus haemolyticus
y 1 Staphylococcus capitis), 23 Klebsiella pneumoniae y
28 P. aeruginosa, provenientes de IPyPB o de infecciones
osteoarticulares. Todos los microorganismos estudiados fue-
ron obtenidos en el periodo 2017-2019, de pacientes adultos
atendidos en nuestra institucion. La identificacion de los
microorganismos fue realizada mediante MALDI-TOF (Bruker
Daltonics, EE. UU.) y la sensibilidad a los antibidticos deter-
minada mediante el sistema automatizado Phoenix (Becton
Dickinson, EE. UU.).

Se determinaron las concentraciones inhibitorias mini-
mas (CIM) de las tres fluoroquinolonas (delafloxacina,
ciprofloxacina y levofloxacina) mediante el método epsilo-
métrico (Liofilchem, Italia) y el de difusion por discos (5 pg;
Oxoid para ciprofloxacina y levofloxacina y Liofilchem para
delafloxacina), siguiendo los lineamientos del Instituto de
Estandares de Laboratorio Clinico (CLSI)?. Para la categori-
zacion de la sensibilidad de los aislamientos, se utilizaron los
puntos de corte establecidos por el CLSI para ciprofloxacina
y levofloxacina®, y los de la FDA para IPyPB para delaflo-
xacina (se utilizaron los puntos de corte sugeridos para S.
haemolyticus con las diferentes especies de ECN incluidas)®.

Se evalud la concordancia entre esos métodos para
la categorizacion de sensibilidad frente a delafloxacina,
considerandose aceptables discrepancias <10%, con dis-
crepancias mayores <3% y discrepancias muy mayores
< 1,5%4,8,13.

Como control de calidad de los procedimientos se inclu-
yeron las cepas S. aureus ATCC 29213, S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 35218, con los rangos
publicados por el CLSI para ciprofloxacina y levofloxacina®,
y los propuestos por Pfaller et al." para delafloxacina.

El analisis estadistico se realiz6 con el programa R Core
Team version 2020 (The R Project for Statistical Compu-
ting, Viena, Austria). Para comparar las CIM de las tres FQ
se aplico la prueba de Wilcoxon-Mann-Whitney para varia-
bles pareadas no paramétricas (distribucion no normal por
prueba de Shapiro). Para la comparacion de la sensibilidad
de las tres FQ se utilizd comparacion de proporciones. En
ambas pruebas se consider6é un p <0,05 para significacion
estadistica.

En la tabla 1 se detalla la distribucion de las CIM de las
tres FQ frente a las bacterias estudiadas, asi como los por-
centajes acumulados de aislamientos en funcion de las CIM
y los respectivos valores de CIMsy y CIMgg. Las CIM de dela-
floxacina fueron estadisticamente menores (p <<0.01) que
las CIM de ciprofloxacina y levofloxacina para SARM, SASM y
ECN; en promedio, fueron>100 veces menores que las res-
pectivas CIM de levofloxacina y >60 veces menores que las de
ciprofloxacina. Las CIM de delafloxacina fueron menores que
las CIM de ciprofloxacina y levofloxacina en todos los aisla-
mientos de estafilococos evaluados (figuras suplementarias
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Tabla 1

Distribucion de valores de CIM, CIMsg y CIMgg

NUmero de aislamientos y porcentajes acumulados para cada valor de CIM (en mg/l)

CIMso y ClMgg (en mg/l)

<0,001 0,002 0,004 0,008 0,016 0,032 0,064 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 >32 ClMsg ClMgg
SARM (n=40)
Delafloxacina n 7 11 14 1 0 0 4 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0,004* 0,064
% acum. 18 45 80 83 83 83 93 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100
Ciprofloxacina n 0 0 0 0 0 0 1 18 12 2 0 0 0 2 1 0 4 0,25* 16
%acum. 0 0 0 0 0 0 3 48 78 83 83 83 83 88 90 90 100
Levofloxacina n 0 0 0 0 0 0 10 18 4 1 0 1 4 0 0 1 1 0,125* 4
%acum. 0 0 0 0 0 0 25 70 80 83 83 85 95 95 95 98 100
SASM (n=44)
Delafloxacina n 13 13 15 2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0,002 0,004
%acum. 30 59 93 98 98 98 98 98 98 100 100 100 100 100 100 100 100
Ciprofloxacina  n 0 0 0 0 0 0 3 25 12 2 0 0 0 1 0 0 1 0,125 0,25
%acum. 0 0 0 0 0 0 7 64 91 95 95 95 95 98 98 98 100
Levofloxacina n 0 0 0 0 0 0 11 27 4 0 0 1 0 0 0 0 1 0,125" 0,25
%acum. 0 0 0 0 0 0 25 86 95 95 95 98 98 98 98 98 100
ECN (n=46)
Delafloxacina n 8 1 12 6 0 1 3 9 3 2 1 0 0 0 0 0 0 0,008 0,25
% acum. 17 20 46 59 59 61 67 87 93 98 100 100 100 100 100 100 100
Ciprofloxacina  n 0 0 0 0 0 2 8 13 2 3 1 2 1 0 0 0 14 0,125 >32
%acum. 0 0 0 0 0 4 22 50 54 61 63 67 70 70 70 70 100
Levofloxacina n 0 0 0 0 0 0 2 18 6 2 0 2 4 5 0 0 7 0,25 >32
%acum. 0 0 0 0 0 0 4 43 57 61 61 65 74 85 85 85 100
NUmero de aislamientos y porcentajes acumulados para cada valor de CIM (en mg/l) CIMsp y CIMgp (en mg/1)
<0,001 0,002 0,004 0,008 0,016 0,032 0,064 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 >32 CIMsg ClMgo
K. pneumoniae (n=23)
Delafloxacina n 0 0 0 0 0 0 5 0 0 2 0 0 5 3 0 0 8 4 >32
%acum. 0 0 0 0 0 0 22 22 22 30 30 30 52 65 65 65 100
Ciprofloxacina n 0 0 0 0 1 2 1 1 1 1 3 1 0 0 0 0 12 >32 >32
%acum. 0 0 0 0 4 13 17 22 26 30 43 483 48 48 48 48 100
Levofloxacina n 0 0 0 0 0 1 3 0 1 5 1 0 0 0 1 0 1 16 >32
%acum. 0 0 0 0 0 4 17 17 22 43 48 48 48 48 52 52 100
P. aeruginosa (n=28)
Delafloxacina n 0 0 0 0 0 0 2 5 3 0 5 0 1 1 0 0 11 1 >32
%acum. 0 0 0 0 0 0 7 25 36 36 54 54 57 61 61 61 100
Ciprofloxacina n 0 0 0 0 0 5 3 3 2 2 0 0 0 2 1 0 10 0,5 >32
%acum. 0 0 0 0 0 18 29 39 46 54 54 54 54 61 64 64 100
Levofloxacina n 0 0 0 0 0 0 0 3 4 3 2 1 1 1 2 0 11 4 >32
%acum. 0 0 0 0 0 0 0 11 25 36 43 46 50 54 61 61 100

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; SASM: S. aureus sensible a meticilina; ECN: estafilococos coagulasa negativos; n: nimero de aislamientos;% acum.: porcentaje

acumulado de aislamientos con CIM iguales o menores que la indicada.

Los (*) denotan las diferencias estadisticamente significativas (DES) entre las CIMsg (equivalentes a las medianas de las CIM), como se detalla a continuacion:

* SARM: DES delafloxacina vs. ciprofloxacina (p=2*10""3) y delafloxacina vs. levofloxacina (p=4*10").
™ SASM: DES delafloxacina vs. ciprofloxacina (p=7*10"1%) y delafloxacina vs. levofloxacina (p=7*10"3).
™" ECN: DES delafloxacina vs. ciprofloxacina (p=1*10"8) y delafloxacina vs. levofloxacina (p=3*1010).
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Tabla 2 Porcentajes de sensibilidad y resistencia segin el método epsilométrico (CIM) y el método de difusion por discos

Grupo Met. Delafloxacina Ciprofloxacina Levofloxacina
bacteriano

%S %l %R %S %l %R %S %l %R
SARM Eps. 97,5 0 2,5 82,5 0 17,5 82,5 7,5 10,0
(n=40) DD 97,5 2,5 0 82,5 0 17,5 82,5 2,5 15,0
SASM Eps. 97,7 2,3 0 95,5 0 4,5 95,5 2,3 2,3
(n=44) DD 97,7 2,3 0 95,5 0 4,5 97,7 0 2,3
ECN Eps. 93,5* 4,3 2,2 63,0" 4,3 32,6 60,9* 4,3 34,8
(n=46) DD 89,1* 8,7 2,2 63,0* 4,3 32,6 63,1* 4,3 32,6
K. pneumoniae Eps. 21,7 8,7 69,6 26,1 4,3 69,6 43,5 4,3 52,2
(n=23) DD 26,1 4,3 69,6 26,1 4,3 69,6 47,8 0 52,2
P. aeruginosa Eps. 35,7 17,9 46,4 53,6 0 46,4 42,8 3,6 53,6
(n=28) DD 32,1 10,7 57,2 50,0 3,6 46,4 32,1 17,9 50,0

SARM: Staphylococcus aureus resistente a meticilina; SASM: S. aureus sensible a meticilina; ECN: estafilococos coagulasa negativos; Met.:

método; Eps.: epsilométrico; DD: difusion por discos.

" ECN: diferencia estadisticamente significativa entre las sensibilidades a delafloxacina respecto de ciprofloxacina y levofloxacina,
mediante el método epsilométrico (p=5*10") y el de difusidn por discos (p=0,008).

A, By c). No se observo una diferencia estadisticamente sig-
nificativa (p >0,05) al comparar las CIM de las tres FQ frente
a bacilos gram negativos (figuras suplementarias D y E).

En la tabla 2 se muestran los porcentajes de
aislamientos por categoria de sensibilidad (sen-
sibles/intermedios/resistentes) segln el método
epsilométrico y el de difusion por discos. Los porcen-
tajes de sensibilidad a delafloxacina en ECN fueron
estadisticamente mayores que los correspondientes a
ciprofloxacina y levofloxacina (p<0,01), mientras que la
diferencia no alcanzd significancia estadistica en SARM
(p=0,06). De los 18 aislamientos de ECN con resistencia o
sensibilidad intermedia a ciprofloxacina o levofloxacina, 15
mostraron CIM de delafloxacina en el rango de sensibles. En
forma similar, de los 9 aislamientos de S. aureus resistentes
a ciprofloxacina y levofloxacina (7 SARM y 2 SASM), 7 fueron
sensibles in vitro a delafloxacina (6 SARM y 1 SASM). Los
porcentajes de sensibilidad y resistencia de las tres FQ no
fueron estadisticamente diferentes entre si (p>0,05) ni
para K. pneumoniae ni para P. aeruginosa.

La correlacion entre el método de difusion por discos
y el método epsilométrico para la delafloxacina se mues-
tra en la figura 1 (A, S. aureus; B, ECN). La concordancia
categorica en S. aureus fue del 98,8%, con un 1,2% de dis-
crepancias menores (por un Unico aislamiento de SARM). A su
vez, en ECN, la concordancia categorica fue del 91,3%, con
un 8,7% de discrepancias menores (4 de 46 aislamientos).
Con respecto a los bacilos gram negativos, las concordan-
cias categoricas entre el método de difusion por discos y
el epsilométrico para la delafloxacina fueron del 95,7% en
K. pneumoniae (discrepancias menores de 4,3%) y del 89,3%
en P. aeruginosa (discrepancias menores de 10,7%). No se
observaron discrepancias mayores ni muy mayores en nin-
guna de las bacterias estudiadas. En todos los ensayos, las
cepas utilizadas como control de calidad dieron resultados
dentro de los rangos esperados.

Segln nuestros resultados, la actividad in vitro de la
delafloxacina frente a estafilococos fue mayor que la obser-
vada con ciprofloxacina y levofloxacina (CIM menores, con

significancia estadistica), en concordancia con lo informado
en estudios previos>'%'", Asimismo, nuestros resultados son
similares a los de trabajos publicados anteriormente, en los
que también se observo que, si bien las CIM de la delafloxa-
cina en aislamientos resistentes a otras FQ son mas altas que
las de aislamientos sensibles a todas las FQ, permanecen en
valores por debajo o cercanos al punto de corte de sensi-
bilidad para la delafloxacina®>'®""'4'>, Tanto en los ensayos
iniciales realizados por Nilius et al."", como en el estudio
publicado con posterioridad por Remy et al.’®, asi como en
el de McCurdy et al.'®, basado en un ensayo clinico de fase
3, se observo que en los aislamientos de S. aureus no sen-
sibles a ciprofloxacina/levofloxacina, las mutaciones Unicas
en gyrA o en grlA fueron las mas comunes.

Esta actividad diferencial de la delafloxacina respecto
de otras FQ en estafilococos resalta la importancia de la
evaluacion de sensibilidad in vitro en forma independiente,
al menos para aislamientos no sensibles a otras FQ (no se
pueden extrapolar las resistencias).

Los altos niveles de resistencia a FQ en los aislamientos
de K. pneumoniae y P. aeruginosa incluidos en este estu-
dio pueden deberse a que estas bacterias estan implicadas
en escenarios complicados, tales como infecciones croni-
cas recidivantes, infecciones en pacientes multitratados o
asociadas al cuidado de la salud. Si bien no observamos dife-
rencias estadisticamente significativas en las actividades de
las tres FQ en K. pneumoniae y P. aeruginosa, se reque-
riria ensayar un mayor nimero de bacilos gram negativos
para ser concluyentes al respecto. En este sentido, no obs-
tante, estudios previos que incluyeron mayor cantidad de
bacilos gram negativos mostraron resultados similares a los
nuestros, con actividades semejantes al comparar entre las
diferentes fluoroquinolonas®®.

La evaluacion de la sensibilidad de nuevos antibioti-
cos en microbiologia clinica en nuestra region se basa,
fundamentalmente, en el método de difusion por discos
o, alternativamente, en el método epsilométrico, ya que
los métodos automatizados no los incluyen y las técni-
cas de microdilucion no suelen estar disponibles”®'3. En
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A. Escategrama para S. aureus (n = 84)
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B. Escategrama para estafilococos coagulasa negativos (n =46)
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Figura 1
aureus (A) y estafilococos coagulasa negativos (B)

Correlacion de la actividad in vitro de la delafloxacina segiin el método epsilométrico y el de difusion por discos para S.

Lineas cortadas: puntos de corte de sensibilidad (< 0,25mg/l para S. aureusy S. haemolyticus, y > 23 mm para S. aureus o > 24mm

para S. haemolyticus)

Lineas continuas: puntos de corte de resistencia (> 1mg/l para S. aureus y S. haemolyticus, y < 19 mm para S. aureus o < 20mm

para S. haemolyticus)

El tamano de los circulos es proporcional a la cantidad de aislamientos con esos valores (el n se indica arriba de cada circulo).

nuestro estudio observamos concordancia entre el método
de difusion por discos y el método epsilométrico para S.
aureus, ECN y K. pneumoniae, sin observarse discrepan-
cias mayores ni muy mayores. Por lo tanto, ambos métodos
resultan equivalentes para evaluar la sensibilidad in vitro a
delafloxacina en estas bacterias. Por su parte, en P. aeru-
ginosa, la concordancia categorica fue del 89,3%, menor a
la deseable (>90%), si bien todas debidas a discrepancias
menores.

Para esta valoracion de la correlacion entre los métodos
ensayados, nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Por
un lado, no utilizamos el método de referencia de dilucion en
caldo. No obstante, investigaciones previas han demostrado

correlacion entre la microdilucion y el método epsilomé-
trico y con la difusion por discos para evaluar la sensibilidad
in vitro a delafloxacina, con concordancias categoricas supe-
riores al 90% y con solo errores menores, cercanos al 8% 4.
Por otro lado, el nUmero de aislamientos incluidos en nues-
tro estudio (en particular, pocos aislamientos de S. aureus
no sensibles a delafloxacina) es insuficiente para una evalua-
cion acabada de correlacion entre métodos®. Esta limitacion
es habitual para el momento en que se incorporan nue-
vos antibidticos’. De todas maneras, resulta importante
disponer de estos primeros resultados sobre esta nueva
fluoroquinolona frente a aislamientos locales contempora-
neos.
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En resumen, la delafloxacina mostré6 mayor actividad
in vitro que la ciprofloxacina y la levofloxacina frente a
estafilococos, tanto SARM, SASM como ECN. El método de
difusion por discos mostré concordancia con el método
epsilométrico para evaluar la actividad in vitro de la dela-
floxacina en estafilococos.
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