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I.-INTRODUCCION.

1.- ANTECEDENTES.

La aparicion y difusion de patdgenos humanos resistentes a casi todos los
antibidticos disponibles en la actualidad, plantea un serio problema terapéutico que
constituye una amenaza importante a finales del siglo XX (1). Un informe distribuido
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) recordaba que el 33% de los casi 52
millones de personas fallecidas en 1995 murieron a causa de enfermedades infecciosas
(2).

Desde el afio 1973 se han identificado més de 30 nuevos agentes patdgenos
emergentes; encontrandose entre ellos Legionella pneumophila (agente productor de la
legionelosis), Salmonellas y Shigellas ( que originan diarreas de gravedad), la estirpe
0139 de Vibrio cholerae ( una nueva cepa causante de recientes epidemias de cdlera), el
virus de la inmunodeficiencia humana, el virus del herpes humano 8, Borrelia
burgdorferi (causante de la enfermedad de Lyme), Escherichia coli O:157, etc. Como
caracteristica comudn en la aparicion de nuevas enfermedades infecciosas se hallan las
fuertes presiones ecoldgicas que van surgiendo en un planeta superpoblado, asi como
los movimientos de poblaciones que convierten los nuevos brotes infecciosos en un
problema global.

En este mismo periodo se ha producido la reemergencia, de bacterias causantes
de neumonias, bacterias que origina infecciones respiratorias agudas y producen 4,4
millones de muertes, de la tuberculosis con méas de 3 millones de defunciones, el célera,
las diarreas bacterianas, etc. En EEUU, los enterococos se han convertido en la tercera
causa en cuanto patdgenos nosocomiales productores de endocarditis. Asimismo, en el
namero de aislamientos de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina en muestras
hospitalarias se ha producido un incremento.

Por otro lado ciertos microorganismos reemergentes como Neisseria
meningitidis y S. pneumoniae pueden afiadir a los mecanismos de resistencia frente a los
antibidticos, mediados por PBP (proteinas que fijan penicilina) alteradas por la
formacion de estructuras en mosaico, una nueva estrategia consistente en el intercambio
de ciertos factores de virulencia presentes en los microorganismos entre diferentes
serotipos y que permite eludir la proteccion inmunitaria adquirida por vacunacion.
Ejemplo de ello fueron los brotes muy virulentos de meningitis meningocécica que se

detectaron en Oregdon y Washington. La caracterizacion de genes implicados en la
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formacion de las cépsulas polisacaridicas que rodean a N.meningitidis permitio
demostrar que la agudizacion del brote epidémico se debi6 a un cambio de serotipo b (
frente al que existia cierto grado de inmunidad en la poblacion) al serotipo ¢, como
resultado de un intercambio de los genes que codifican la enzima polisialicotransferasa
de los tipos b y ¢ (4). Variaciones parecidas entre los tipos capsulares de S. pneumoniae
se han descrito (5,6).

De todo esto deduciremos que, ademas del papel fundamental que desempefian
los factores ecoldgicos en la aparicion de nuevos microorganismos, las caracteristicas
genéticas de los patdgenos explican el resurgimiento de las enfermedades infecciosas.
El empleo inicial de la penicilina encontrd6 unas cepas de neumococo altamente
sensibles a este antibiotico a mediados de la década de 1940, pero el primer mutante
resistente se aisl6 ya en 1967, en Papua-Nueva Guinea. En algunos casos, la
estabilizacion de los determinantes genéticos de la resistencia requiere tiempo, aunque
ésta, una vez adquirida, se suele extender con gran rapidez (7).

Los factores de resistencia pueden ser muy variados y estar localizados en el
cromosoma bacteriano (caso del neumococo), en plasmidos o trasposones ( S. aureus
p.e.) o resultar de una combinacién de todos ellos.

Otros factores a tener en cuenta en la evolucién de los microorganismos, son los
cambios ecologicos como las alteraciones evolutivas en el huésped y en el parasito.

En 1877 Pasteur y Joubert observaron, al cultivar dos microorganismos en un
caldo, que su crecimiento era inferior al de cada uno por separado y que al menos uno

era inhibido por el otro (8). Con ello surgio el concepto de * antibiosis”, que fue
aplicado por primera vez en 1889 por el francés Paul Vuillemin, profesor de Historia
Natural en la Facultad de Medicina de Nancy. Vuillemin denomin6 “influencias
antibiodticas” a determinadas interacciones entre animales y entre plantas (9). El primero
en utilizar la palabra “antibiotico” tal y como la conocemos hoy fue Marshall Ward (10)
en 1899, pero fue Salman Waksman, el descubridor de la estreptomicina, quién
inmortaliz6 este vocablo en su uso actual (9, 11).

Los antibidticos son sustancias obtenidas de microorganismos que pueden,
incluso muy diluidas, inhibir o matar a otros microorganismos (12). Los

quimioterapicos poseen propiedades similares pero se obtienen por sintesis quimica.
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Actualmente tal distincién no es facil pues existen sustancias que se pueden
obtener de forma mas sencilla por sintesis quimica que a partir del microorganismo.
Ademas, en este sentido, se han desarrollado gran cantidad de productos semisintéticos
mediante la adicion de radicales, por métodos quimicos, a sustancias obtenidas a partir
de microorganismos. En este sentido, el término “agente antimicrobiano” abarcaria a
todos, siendo de todos modos impreciso pues incluiria otros compuestos como los
desinfectantes. En la actualidad “antibiotico” se usa para todas las sustancias con
actividad antimicrobiana excepto los desinfectantes (12) .

Hoy en dia disponemos de una gran variedad de moléculas con probada
actividad antimicrobiana y a la vez nos enfrentamos a un grave problema de
resistencias. Por tanto la resistencia bacteriana es un fenomeno ligado al uso de
antibioticos, pero a la vez la capacidad de las bacterias para combatir el efecto que en
ellas produce estas sustancias ha superado todas las previsiones. El que en la actualidad
existiera una bacteria resistente a todos los antibioticos es muy probable. Este hecho nos
indica que ademas de fomentar un uso racional de los antibidticos, las lineas de trabajo
estén orientadas hacia la busqueda de nuevos farmacos que o bien eludan los
mecanismos de resistencia de los microorganismos o bien actlen sobre dianas

bioldgicas hasta ahora inéditas.

2.- MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIMICROBIANOS.

La actividad de un agente antimicrobiano frente a una bacteria depende
primeramente de su capacidad para atravesar la pared bacteriana, paso necesario para
acceder a su punto de accion. Dicha capacidad esta en relacion con su naturaleza
fisicoquimica y con la estructura de la barrera que ha de franquear.

La pared celular de las bacterias grampositivas y gramnegativas no es idéntica;
la pared de las grampositivas es mas permeable a los antibioticos que la de las
gramnegativas. Ambas disponen de una membrana citoplasmatica rica en fosfolipidos y
proteinas que constituye una barrera osmotica sélo permeable al agua y a las moléculas
organicas sin carga y de pequefio tamafio y, sobre ella, el saculo de mureina, o capa de
peptidoglicano, que constituye su exoesqueleto. La capa del peptidoglicano es mas

gruesa en las bacterias grampositivas que en las gramnegativas, siendo también distinta
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la composicién quimica. La capa del peptidoglicano no supone un obstaculo a la
penetracion de los antibidticos, dado que el tamafio de éstos es menor que su limite de
exclusion (100 Kd ). La diferencia esencial entre la pared de las bacterias grampositivas
y las gramnegativas radica en la presencia en éstas ultimas, de una membrana externa,
membrana bilaminar clasica, aunque la composicion quimica de la ldmina interna es
unica entre las membranas eucariotas y procariotas; la ldmina externa difiere puesto que
en éstos contiene lipopolisacaridos cuyos acidos grasos estan saturados. Para el paso de
nutrientes, la membrana externa dispone de canales hidrofilicos constituidos por
polimeros de unas proteinas denominadas porinas. Los antibidticos de bajo peso
molecular y de naturaleza hidrofilica utilizan estos canales para llegar al espacio
periplasmico. La membrana externa constituye una barrera natural a la libre difusion de
antibioticos al interior de la bacteria. Para terminar, las bacterias, grampositivas y
gramnegativas, disponen, formando su extracto mas superficial, de una matriz
hidrofilica (gel) porosa que se conoce con el nombre de “biofilm”, capa de slime o
glucocélix, y que es mas ostensible in vivo que en los cultivos in vitro. La composicién
guimica de esta pelicula bioldgica que tapiza las bacterias difiere en ambos tipos de
bacterias, aunque en ambos casos es un polimero anionico rico en polisacaridos y
fosfolipidos que se comporta como una resina de intercambio iénico. En ocasiones esta
capa se comporta como un serio obstaculo a la difusion de los antimicrobianos. La
mayoria de los antibidticos penetran en las bacterias por difusion simple. La membrana
citoplasmatica apenas ofrece resistencia al paso de los antibidticos de menor peso
molecular, con independencia de la hidrofobicidad de la molécula, sin embargo resulta
particularmente mas dificil el paso para las moléculas hidrofébicas. Las moléculas
hidrofilicas utilizan los canales de porinas, mientras que las hidrofébicas lo hacen previa
disolucién en la membrana. Sélo unos pocos antibidticos utilizan un mecanismo de
transporte activo o autodirigido para acceder al interior de las bacterias. De otro lado se
sabe que la cantidad neta de antibidtico disponible para actuar contra la bacteria también
depende de la facilidad con que éste sea expelido por mediacion de las llamadas bombas
de evacuacion de protones capaces de eliminar complejos formados entre antibidticos
con carga neta negativa y protones (14, 15).

Hechas estas consideraciones previas, pasamos a describir cuéles son los

mecanismos de accidn de los agentes antimicrobianos:
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- Inhibidores de la sintesis de &cidos nucleicos.

Comprende los antibidticos que interfieren en la replicacion del DNA
bacteriano o en su transcripcién y suelen comportarse como bactericidas.
El primer antimicrobiano de esta clase fue el acido nalidixico, cuya utilidad clinica fue
limitada debido a que sus niveles terapéuticos solo resultaban satisfactorios en la orina,
y a que permitia el desarrollo rapido de resistencias mutacionales de alto nivel y de un
solo paso. Las quinolonas poseen un nucleo de dos anillos unidos de seis miembros y
pueden producirse de forma sintética. Se desarrollé una serie de quinolonas fluoradas
gue proporcionan excelentes niveles de actividad bactericida frente a un amplio espectro
de microorganismos y presentan un bajo grado de union a proteinas.

El 4&tomo de fldor aumenta la actividad frente a los gramnegativos y amplia el
espectro frente a los grampositivos.

Las fluoroquinolonas como el &cido nalidixico actta sobre la girasa del DNA
bacteriano, que es la enzima responsable de enrollar al maximo, cortar y sellar el DNA
bacteriano. Cuatro genes codifican cuatro subunidades de estas enzimas, siendo sélo
una de ellas el objetivo del acido nalidixico.

Las fluoroquinolonas resultan altamente activas y bactericidas frente a un amplio
grupo de aerobios y anaerobios facultativos. Sin embargo, los estreptococos, Chlamydia
y Micoplasma sélo son sensibles parcialmente, y los anaerobios en general son

resistentes. El ciprofloxacino es particularmente util en la infeccién por P. aeruginosa.

Tabla n%1: Mecanismo de accion de los inhibidores de la sintesis de acidos

nucleicos.

AGENTES MECANISMO DE ACCION

Nitroimidazolesy | Reduccion intracelular de su grupo NO,, liberacién de radicales nitrito,
nitrofuranos dafio del DNA bacteriano (16) v, al tiempo, fijandose en la subunidad
30S del ribosoma no ocurre el reconocimiento codon-anticodon,

inhibiéndose entonces la sintesis de proteinas (17).

Quinolonas
( derivados del acido Inhiben la DNA- girasa y la replicacion (18, 19).
nalidixico).
Rifampicinas Inhibe la RNA- polimerasa dependiente de DNA (trascripcion). (20).
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- Interfieren en la sintesis de proteinas.

Los antibioticos aminoglucésidos-aminociclotoles son un grupo de agentes
bactericidas caracterizados por combinaciones de anillos aminociclot6licos de seis
miembros, con cadenas laterales de caracter variable que determina su espectro y su
grado de resistencia frente a enzimas inactivantes. Pertenecen a este grupo, entre otros,
la Estreptomicina, Neomicina, Kanamicina, Gentamicina, Tobramicina, Amikacina.

En concentraciones suficientes, los aminoglucésidos se unen de forma
irreversible a los ribosomas, bloquean los complejos de iniciacion e inhiben la
elongacion de las cadenas polipeptidicas, provocando un efecto bactericida de caracter
rapido. Concentraciones inferiores causan una dispersion del lugar del RNA, una mala
lectura del mensaje y una falta produccion de las proteinas correctas, lo que produce un
efecto drastico sobre el crecimiento y la estructura bacterianas.

Los aminoglucdsidos sufren un transporte activo hacia el interior de la célula
bacteriana por un mecanismo que incluye las fosforilacion oxidativa. Por consiguiente,
ejercen una actividad muy reducida o inexistente sobre los microorganismos anaerobios
estrictos o facultativos que so6lo realizan un metabolismo de caracter fermentativo. Es
muy probable que la actividad de los aminoglucésidos frente a los microorganismos
facultativos se reduzca de forma similar in vivo cuando el potencial de oxidacion-
reduccion sea de baja intensidad.

Los ribosomas eucaridticos son resistentes a los aminoglucésidos y los
antimicrobianos no sufren un transporte activo hacia el interior de las células eucariotas.
Estas propiedades son responsables de su toxicidad selectiva y explican también su
ineficacia frente a las bacterias intracelulares, como Rickettsia y Chlamydia.

Aminoglucésidos como gentamicina, tobramicina, amikacina y netilmicina,
presentan un amplio espectro de accion bactericida frente a numerosos bacilos aerobios
y facultativos grampositivos y gramnegativos, incluida P.aeruginosa. Todos los
anaerobios son resistentes a la accion de estos antimicrobianos y que presentan un bajo
grado de actividad frente a los estreptococos, excepto que se aumente la penetrabilidad
celular mediante la accion simultanea de un antibidtico B-lactdmico.

Las tetraciclinas son un grupo de antimicrobianos cuyo prototipo,
clortetraciclinas, deriva de una especie de Streptomyces. Desde un punto de vista
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quimico, las tetraciclinas son compuestos policiclicos que difieren entre si en sus
cadenas laterales.

Al igual que los aminoglucosidos, las tetraciclinas inhiben la sintesis proteica. Se
incorporan al interior de la célula mediante un proceso dependiente de energia, se unen
a la subunidad 30S del ribosoma, y bloguean la union del RNA aminoaciltransferente
(RNAL) al complejo RNAm-ribosoma. A diferencia de los aminoglucosidos, su efecto
revierte en condiciones de dilucion; por consiguiente, su accion es mas bacteriostatica
que bactericida.

Las tetraciclinas son agentes de amplio espectro con un rango de actividad que
abarca las especies patdgenas mas comunes, incluyendo bacilos y cocos grampositivos
y gramnegativos, asi como gérmenes aerobios y anaerobios. Son activas frente a los
microorganismos con pared celular deficiente y frente a algunas bacterias intracelulares
obligadas.

El cloranfenicol es wun antimicrobiano de amplio espectro, derivado
originariamente de un cultivo de Streptomyces y cuya estructura es bastante simple.

El cloranfenicol actia sobre la subunidad ribosémica 50S inhibiendo la
peptidiltransferasa y, por consiguiente, la sintesis proteica. Su accion se puede revertir
mediante dilucién, por lo que su accion es bacteriostatica. Presenta un efecto muy
limitado sobre los ribosomas eucarioticos, lo que explica su toxicidad selectiva.
Presenta un amplio rango de actividad, tanto frente a las especies aerobias, como frente
a las anaerobias. Presenta una alta permeabilidad al interior de las células y a través de
la barrera hematoencefalica.

La eritromicina es un antimicrobiano perteneciente al grupo de los macrélidos.
Las lincosaminas y clindamicinas, no estdn relacionadas quimicamente con los
macrolidos pero presentan unos mecanismos de accion similares y un espectro coman.
La eritromicina y la lincomicina derivan de diferentes especies de Streptomyces. Ambas
actan sobre la sintesis proteica ribosdmica mediante la union a la subunidad 50S y
blogueando la reaccion de translocacion. El efecto sobre las bacterias sensibles es

predominantemente bacteriostatico.



I.-INTRODUCCION.

Tabla n22: Mecanismo de accion de los inhibidores de la sintesis de proteinas.

AGENTES

MECANISMO DE ACCION

Estreptomicina

Otros aminoglucosidos

Mupirocina

Tetraciclinas

Cloranfenicol

Macrdlidos, azalidos,
estdlidos, lincosamidas y
estretograminas

Acido fusidico

Oxazolidinonas

Se une a la subuinidad 30S causando una mala lectura
(21) e inhibicién de la sintesis proteica.

Similares a la Estreptomicina, pero otras estructuras diana
en las subunidades 30S y 50S.

Inhibe la actividad catalitica de la isoleucil-RNAt
sintetasa, evitando la incorporacidn de isoleucina a los
péptido bacterianos y por tanto la sintesis proteica (22).

Se unen de forma reversible a la subunidad 30S, inhiben
la unién del aminoacil RNAt (23).

Se une de forma reversible a la subunidad 50S; inhibe la
accion de la peptidil-transferasa y la formacion de uniones
peptidicas (24).

Se unen a la subunidad 50S; inhiben la peptidil-
transferasa y las reacciones de transpeptidacion como las
de traslocacion (25, 26).

Bloguea el factor de elongacion G y por tanto inhibe la
elongacion del péptido en sintesis (27).

Interfieren en el inicio de la sintesis de proteinas
enzimaticas inducibles pero no en la elongacién del

péptido naciente (28).
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- Antibio6ticos activos sobre las membranas externa y citoplasmatica.

Tabla n%3: Mecanismo de accion de los antibidticos activos sobre la membrana

externa y citoplasmatica.

AGENTE MECANISMO DE ACCION

Polimixinas y colistina Los sulfactantes catiénicos se unen y destruyen las membranas

externa y citoplasmatica.

Poliénicos(nistatina, Ejercen su accidn tras fijarse en los esteroides de las
amfotericina B) membranas.
Lantibiéticos Generan poros en la membrana bacteriana(29) o inhiben la

sintesis del peptidoglicano, la reaccion de transglucosilacién
(13).

Péptido catiénicos Permeabilizan la membrana bacteriana (30).

- Antibi6ticos que inhiben la sintesis del peptidoglicano.

Actuar sobre la sintesis de la pared celular, y mas concretamente inhibiendo la
sintesis del peptidoglicano, suele ser la diana de los agentes antimicrobianos que a
continuacion se describen.

Los antibidticos pB-lactdmicos comprenden las penicilinas, las cefalosporinas, los
carbapenemes y los monobactdmicos. Los p-lactdmicos sintéticos, naturales o
semisintéticos se caracterizan por poseer un anillo B-lactamico que resulta esencial para
su actividad antibacteriana. Las diferencias en las cadenas laterales de las moléculas
basicas influyen en las propiedades farmacoldgicas y en el espectro al determinar la
permeabilidad a través de la pared de la célula bacteriana, la afinidad por las enzimas
que participan en la sintesis de la pared celular y la sensibilidad o resistencia a la
inactivacion por las B-lactamasas.

Los antibidticos P-lactdmicos interfieren sobretodo en las reacciones de
transpeptidacion que cierran las uniones cruzadas de péptido entre las cadenas de
glicanos. Su actividad probablemente se debe a una similitud estereoquimica con la
terminacion D-analil-D-analina del pentapéptido. Por tanto, los B-lactdmicos impiden
que se complete el saco de mureina en las células en crecimiento.

Las enzimas dianas de -lactamicos se hallan sobre la membrana citoplasmatica.

Son las denominadas proteinas fijadoras de la penicilina (PBP) debido a que se
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describieron por primera vez unidas a penicilina. Existen numerosas PBP diferentes,
siendo habitualmente especificas de especie y varian en cuanto a su capacidad de
reaccionar con diferentes antimicrobianos p-lactamicos. También existen diferencias
funcionales entre las PBP: algunas son responsables de establecer los enlaces de
peptidoglicanos que proporcionan al microorganismo su forma; otras participan en la
sintesis de los tabiques que separan las células nuevamente formadas; otras no son
necesariamente enzimas, y su funcién es todavia desconocida.

Un B-lactdmico que sea principalmente activo sobre una PBP determinante de la
forma dara lugar a un redondeamiento e hinchamiento de un microorganismo sensible
ante de que ocurra la lisis. Uno que actue fundamentalmente sobre la separacion y la
division celular puede originar células alargadas con maltiples nucleoides.

Los antibidticos B-lactamicos suelen ser fuertemente bactericidas sobre las
bacterias sensibles. Dicha accion bactericida se debe habitualmente a la lisis celular,
proceso que se inicia con el debilitamiento del peptidoglicano en desarrollo, la
liberacion o activacion de las enzimas autoliticas que mas adelante romperan las areas
debilitadas de la pared y, finalmente, la lisis osmética al permitir el paso de agua a
través de la membrana citoplasmatica hacia el interior hiperténico de la célula. Aquellos
microorganismos que no poseen pared celular, las celulas que no estan en desarrollo y
los protoplastos osmoticamente estabilizados, permanecen viables en presencia del
antimicrobiano. Las mutaciones que reducen o eliminan la actividad de las enzimas
autoliticas causan una disminucion de la lisis y la destruccion por parte de los
antibidticos pB-lactamicos pasando entonces éstos de ser bactericidas a ser

bacteriostaticos. Esto es lo que se denomina tolerancia.
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Tabla n®4: Mecanismo de accion de los antibidticos que inhiben la sintesis del

peptidoglicano.

AGENTES MECANISMO DE ACCION
Fosfomicina Inhibicion de la sintesis de
precursores.
Glucopéptidos(Vancomicina, Teicoplanina, Daptomicina, Inhibe la polimerizacion
Ramoplanina) (elongacidn) (32).

Betalactamicos(Penicilinas, Cefalosporinas, Cefamicinas, | Inhibicidn de la transpeptidacion.
Monobactamicos y Carbapenémicos)

Mureidomicinas Bloquean la traslocacion de los

precursores (33, 34).

- Inhibicion de la sintesis de cofactores metabolicos.

Inhibidores del 4cido félico.

Los inhibidores metabdlicos utilizados como antimicrobianos emplean vias
metabolicas presentes en los microorganismos. Uno de estos agentes son los que
interfieren en la sintesis del &cido folico por parte de las bacterias.

El &cido fdlico deriva del acido paraaminobenzoico (PABA), del glutamato y de
la unidad pteridinica. En su forma reducida es una coenzima esencial para el transporte
de los compuestos de un carbono en la sintesis de las purinas, de la timidina y de
algunos aminoacidos y, por consiguiente e indirectamente, de la sintesis de los acidos
nucleicos y de las proteinas.

Los principales inhibidores de la via del acido félico son las sulfamidas, el
trimetroprim, el &cido paraaminosalicilico y las sulfonas.

Las sulfamidas son analogos estructurales del PABA y compiten con €l por la
enzima (dihidropteroato-sintetasa) que combina el PABA vy la pteridina en el estadio
inicial de la sintesis del &cido folico.

El efecto de las sulfamidas es exclusivamente bacteriostatico, y la adicion del
PABA a un medio que contenga este tipo de sustancias neutraliza el efecto inhibitorio y
permite que se reanude el crecimiento bacteriano.

Las sulfamidas mas activas presentan un espectro extraordinariamente amplio,

que incluye estreptococos patdégenos, neumococos, una serie de bacilos gramnegativos
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entéricos, gonococo y meningococo, y Chlamydia. También presentan cierto grado de
actividad frente a estafilococos patdgenos y anaerobios. Se desarrollo resistencia a estos
antimicrobianos, extendiéndose de forma rapida, de modo que su actividad es en la
actualidad impredecible sin las pruebas de laboratorio para determinar sensibilidad.

El trimetoprim es un analogo estructural sintético de la porcion pteridinica de la
molécula de acido fdlico. Inhibe de forma competitiva la actividad de la dihidrofolato-
reductasa bacteriana, enzima que cataliza la conversion del acido folico a su forma
reducida de coenzima activa. El trimetoprim es principalmente bacteriostatico. Al
combinarlo con una sulfamida, el bloqueo secuencial de la via metabélica que da origen
a la produccion de tetrahidrofolato a menudo proporciona un efecto bacteriostatico y
bactericida de caracter sinérgico.

El trimetoprim inhibe un amplio espectro de bacterias grampositivas y
gramnegativas facultativas, incluyendo las que causan infecciones de los tractos
entéricos y urinario. También resulta activo frente a algunos patdgenos eucariotas, entre

los parasitos del paludismo y Pneumocystis carinii.

Tabla n%: Mecanismo de accion de los inhibidores de la sintesis de cofactores

metabdlicos.

AGENTES MECANISMO DE ACCION

Sulfonamidas | Inhibidor de la sintesis de acido félico

Trimetoprima | Inhibidor de la sintesis del &cido folinico

- Inhibidores de enzimas inactivadoras de antibioticos.

A este grupo pertenecen los inhibidores de las betalactamasas (&cido
clavulanico, sulbactam, tazobactam), enzimas que inactivan a los antibidticos
betalactamicos. Se fijan a las betalactamasas dejandose hidrolizar por ellas y permite asi

que éstas no interfieran en la accion de los betalactamicos con los que se combinan.
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Otros mecanismos de accion serian:
Alterar los mecanismos de fijacion y adherencia.

.Reducir la produccidn de toxinas y exotoxinas.

13
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3.- Resistencia bacteriana.-

. Evolucion de la resistencia bacteriana.-

A pesar de los éxitos obtenidos en la erradicacion de muchas enfermedades
mediante agentes antimicrobianos no se ha llegado a alcanzar todos los objetivos
previstos, pues al tiempo que se iban destruyendo una gran cantidad de
microorganismos iban surgiendo otros que eran resistentes y que venian a ocupar el
lugar que aquéllos dejaron. Y es que los microorganismos ante la presencia de agentes
nocivos, son capaces de poner en marcha mecanismos adaptativos para defenderse.
Ejemplo de lo que venimos diciendo es el caso de la penicilina. Efectivamente, poco
tiempo después de su desarrollo se aislaron estirpes de patdgenos resistentes que hasta
entonces eran sensibles (35, 36): la resistencia de S. pneumoniae a la penicilina, por
mutacion de los genes que codifican sus proteinas la, 2x, 2a y 2b representa un grave
problema; las primeras cepas resistentes “in vitro” ya se detectaron en el afio 1940, en
tanto que en clinica aparecieron en 1965 en Estados Unidos, 1967 en Australia, en 1977
en Sudafrica y en nuestro pais en 1982, estando en la actualidad la cifra de cepas
resistentes en torno a un 40%. Esta resistencia tambien se amplia a las ampicilinas mas
inhibidores de betalactamasas y cefalosporinas de segunda generacion, pero con tasas
mas bajas, del 12% al 15%, a los macrélidos un 20%, a las tetraciclinas un 22%, al
cotrimoxazol un 25%, e incluso a las cefalosporinas de tercera generacién, como
cefotaxima o ceftriaxona, un 2%. A veces la aparicion de las cepas resistentes tiene
lugar inmediatamente después de la introduccién de un antibiotico, como fue el caso de
Staphylococcus aureus que era totalmente sensible a la penicilina cuando ésta se
introdujo en 1944 y que en 1950, so6lo alrededor del 30% de las muestras hospitalarias
continuaban siendo sensibles, mientras que la tasa actual apenas alcanza el 15%, y
numerosas cepas son multirresistentes a antimicrobianos previamente activos. En otras
ocasiones como en el caso de los gonococos, transcurrieron casi 30 afios desde la
introduccidn de la penicilina, para que aparecieran las primeras cepas significativamente
resistentes.

De lo anteriormente expuesto se deduce, que el desarrollo de cepas bacterianas
resistentes es obviamente un problema extremadamente importante. ES un riesgo
afadido para los pacientes, ya sean hospitalizados o no. Se trata de un problema de
salud publica asociado a muchos factores, tanto para su aparicion como para su
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mantenimiento (37, 38). Se han seleccionado en animales microorganismos resistentes y
con posibilidad de llegar hasta los seres humanos, como consecuencia del uso de
antibidticos como aditivos alimentarios. EI empleo en actividades agropecuarias,
plantea un riesgo, pues podrian seleccionarse bacterias resistentes que son capaces de
infectar al hombre. A todo esto debemos afiadir que cada vez que se administra un
agente antimicrobiano su efecto no solo repercute sobre el microorganismo patdgeno,
sino también sobre el microorganismo que forma parte del huésped de forma habitual y
sobre los que se encuentran en el medio ambiente.

Resumiendo, las principales fuentes de cepas resistentes serian:

- La extension de la infeccion en las poblaciones humanas y la capacidad de
los plasmidos para penetrar en las especies e, incluso, atravesar las linea
genéricas.

- El uso a gran escala de antimicrobianos en la terapia y la profilaxis humanas,
reales o supuestas.

- El uso de antimicrobianos en alimentacion animal, tanto desde un punto de
vista profilactico, como desde sus efectos estimulantes del crecimiento.

Por un principio de seleccion, las bacterias desarrollan distintas vias para

sobrevivir en presencia de los agentes antimicrobianos, y por tanto ello hace que la

resistencia sea un fendmeno extraordinariamente frecuente y en continua evolucion.

15



I.-INTRODUCCION.

Los hechos mas relevantes en cuanto a resistencia quedan reflejados en el cuadro

siguiente (39):

Tabla n%: Principales acontecimientos en la resistencia bacteriana durante cinco

décadas.
DECADA PRINCIPALES ACONTECIMIENTOS

1940 -La estreptomicina y el acido p-aminosalicilico(PAS) eran fa&rmacos muy efectivos para el
tratamiento de M.tuberculosis, pero los pacientes tratados con uno de ellos recaian
rapidamente debido a la reemergencia de la resistencia lo que limitaba la eficacia de cada
uno de los farmacos por separado, con lo que pacientes con grandes inoculos eran tratados
con ambos farmacos simultineamente, entendiendo que en ese momento ningun
microorganismo podria ser resistente a los dos a la vez.

1950 -Staphylococcus aureus, cuya sensibilidad a la penicilina era superior al 80% al principio,
cambid al 80% de resistentes al final de la década por la produccidn de betalactamasas.
-Los gramnegativos, especialmente las enterobacterias, se hacen resistentes a la
estreptomicina.

1960 -Una amplia proporcidn de meningococos se hacen resistentes a las sulfamidas.
-Los gramnegativos adquieren resistencia a la kanamicina.
-Se describe por primera vez en Australia la aparicion de neumococos resistentes a la
penicilina.

1970 -Haemophylus influenzae desarrolla resistencia a la ampicilina, adquirida a partir de
enterobacterias.
-Se comunica colitis pseudomembranosa asociada a antibidticos y a la seleccion de
Clostridium difficile.
-Algunos gramnegativos se hacen resistentes a la gentamicina.

1980 -S.aureus resistentes a la meticilina (MRSA) empiezan a ser problema en algunos hospitales.

-Los neumococos resistentes a la penicilina comienzan a ser problematicos en Sudafrica y

Espafia.

-Los estafilococos coagulasa negativos, de los que mas de la mitad son intrinsecamente

resistentes a los Betalactamicos, tienen un especial papel en las infecciones asociadas a
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catéteres.
1990 -Los neumococos resistentes a la penicilina son habituales en un gran ndmero de paises.
Aparecen cepas de neumococos productoras de meningitis resistentes a las cefalosporinas de

tercera generacion.

-Se detectan enterococos con resistencia de alto grado a los aminoglucésidos y la

vancomicina.

-Las micobacterias multirresistentes, incluyendo M.tuberculosis, se hacen comunes en

algunos grupos de poblacién.

-Aparecen estreptococos betahemoliticos resistentes a los macrolidos, conservando su buena

sensibilidad a la penicilina.

-Aparecen estafilococos con resistencia moderada a la vancomicina.

. Modo de aparicion de la resistencia en las cepas bacterianas.-

Una cepa bacteriana puede adquirir resistencia (resistencia adquirida) mediante
cambios precisos en el propio cromosoma bacteriano (mutaciones cromosémicas) o
bien mediante la transferencia de material genético procedente de bacterias ya
resistentes, plasmidos o transposones.

Una mutacién espontanea en el cromosoma bacteriano significa la aparicion de
la resistencia al agente antimicrobiano en al menos un miembro de la poblacion
bacteriana. Con un so6lo agente antimicrobiano, todos los miembros de la poblacion
bacteriana inicial que no hubieran mutado serian destruidos, en tanto que la cepa mutada
y por tanto resistente, creceria rapidamente.

La tasa de mutacion para la mayoria de los genes bacterianos oscila
aproximadamente entre 10 y 10° por célula y por generacion.

De otro lado una bacteria resistente puede donar sus genes de resistencia a otras
bacterias, que no tienen por qué pertenecer ni a la misma especie ni al mismo genero.
Estos genes capaces de codificar resistencia pueden ser vehiculizados por plasmidos y/o
transposones mediante los mecanismos de intercambio de material genético que existe

en las bacterias (transformacion, conjugacion y transduccion).
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En general la resistencia mediada por plasmidos se encuentra en la clinica mas
comunmente que la resistencia mediada por cromosomas. Se les denomina plasmidos R
o factores R (factores de resistencia), son elementos DNA extracromosomicos de las
bacterias y los genes responsables de la resistencia codifican habitualmente enzimas que
inactivan a los agentes antimicrobianos o reducen la permeabilidad de la célula para
ellos. La resistencia que confiere la mutacion cromosomica suele implicar, la
modificacion de la diana de los agentes antimicrobianos.

Los plasmidos de las bacterias gramnegativas pueden transmitirse mas alla de
los limites de la especie y, en menor grado, incluso entre géneros. Muchos de ellos
codifican resistencia a varios agentes antimicrobianos (multirresistencia). Las bacterias
no patogenas pueden servir como reservorio natural de los determinantes de resistencia
incluidos en los plasmidos, y que pueden pasar a los patdgenos.

Los plasmidos R evolucionan con rapidez y pueden adquirir fcilmente genes
determinantes de resistencia adicionales mediante su fusion con otros plasmidos o la
adquisicion de transposones. Muchos poseen la capacidad de amplificar el nimero de
copias de sus genes de resistencia, bien por una duplicacién de los genes dentro de cada

plasmido, bien por un aumento del nimero de plasmidos de cada célula.

Mecanismos de resistencia bacteriana a los distintos agentes
antimicrobianos.-
La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos puede ser causada por:
- Incapacidad del agente antimicrobiano para atravesar la envuelta celular.
- Ausencia de un lugar diana especifico para el agente antimicrobiano.
- Capacidad del microorganismo para superar una via metabélica bloqueada.
- Produccion por el patdogeno de una enzima que inactiva el agente

antimicrobiano.

Mecanismos de resistencia a los inhibidores de la sintesis de é&cidos
nucleicos y de la replicacion.

Los agentes antimicrobianos que actan sobre la sintesis de los acidos nucleicos

0 sobre su replicacion lo hacen interfiriendo sobre su sintesis, como es el caso de las

sulfamidas p.e., interactuando directamente con el DNA bacteriano, caso de la
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rifampicina p.e., o afectando a las topoisomerasa, enzimas imprescindibles en la
replicacion y transduccioén de DNA bacteriano, como lo hacen las quinolonas.

En el primer caso suele tratarse de una resistencia mutacional y determinada por
plasmidos. La resistencia codificada en los plasmidos R consiste habitualmente en una
disminucion de la permeabilidad a las sulfamidas, en una disminucion de la afinidad por
las sulfamidas del PABA de manejo enzimatico, y en ocasiones, en un aumento de la
produccion de PABA. Resumiendo, los mecanismos de resistencia son los que a
continuacion se enumeran:

- Sintesis de enzimas modificadas.

- Hiperproduccion enzimatica.

- Desarrollo de vias metabolicas alternativas.

- Alteracion de la permeabilidad

- Sistemas de eflujo.

Los agentes antimicrobianos que inhiben la transcripcion del DNA lo hacen
inhibiendo la RNA-polimerasa por formacion de un complejo con su subunidad f,
afectando a la incorporacion de nucleétidos en la sintesis de mRNA. Sin embargo
aunque la formacién del complejo es previa al inicio de la transcripcién, el efecto
bactericida no es por inhibicion del inicio, sino por afectacion del proceso de elongacion
del mRNA. Las bacterias resisten ante este hecho mediante mutaciones que
generalmente ocurren en un solo cambio de un aminoacido en la secuencia de la
subunidad B de la RNA- polimerasa, cambio que sin embargo no afecta a la actividad de
ésta. Otras bacterias han desarrollado mecanismos de resistencia consistentes en la
modificacion del agente antimicrobiano, modificacion que afecta a la afinidad de éste
por la RNA-polimerasa.

La actividad antimicrobiana de las quinolonas se produce, principalmente, por la
inhibicién de la DNA-girasa (topoisomerasa Il), enzima que controla la configuracion
helicoidal del DNA. Los mecanismos de resistencia a las quinolonas se producen por:

- Alteraciones en la diana por mutaciones en la topoisomerasa Il (girasa) o en

la topoisomerasa IV.

- Disminucién del acceso del agente antimicrobiano por mutaciones que

afectan la expresion de las porinas.

- Por sistemas de eflujo.

19



I.-INTRODUCCION.

Dicha resistencia esta mediada por mutaciones cromosomicas o determinada por

genes transferibles que son de origen plasmidico.
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4.- Las Quinolonas.

Los antibidticos del grupo de las quinolonas surgieron en 1962, a partir de la
investigacion antimalérica (40, 41)

Las fluoroquinolonas fueron introducidas en la practica clinica a finales de 1980
(42,43,44). Desde el descubrimiento del acido nalidixico por Lescher y cols.(45) hasta
el desarrollo de la primera fluoroquinolona por Koga y cols.(46), han transcurrido 20
afios. En la actualidad, existen al menos 12 fluoroquinolonas en uso clinico, siendo
ciprofloxacino la de mayor éxito (47).De ellas, seis han sido introducidas durante los
Gltimos seis afnos. Levofloxacino (Levaquin) y Esparfloxacino estaban disponibles en
1996, y Grepafloxacino (Rezar) y Trovafloxacino fueron introducidos en 1997.
Gatifloxacino (Tequin) y Moxifloxacino (Avelox) estuvieron disponibles en el 2000. En
diciembre de 1999, Grepafloxacino fue retirado debido a problemas derivados de su

uso.

D T T LT Ty ——

e .

Afios 1962 1973 1983 1985 1986 1989 1990 1992 1998 1999 2000

Figura n? 1: Cronologia de la aparicion de las Quinolonas.

21



I.-INTRODUCCION.

Comparadas con ciprofloxacino (agente prototipo del origen de las
fluoroquinolonas) , las nuevas fluoroguinolonas tienen una aumentada actividad frente a
bacterias gram positivas con s6lo una minima disminucion de su actividad frente a
bacterias gram negativas (48,49). Su amplia actividad frente a gram positivos es
especialmente importante porque incluye microorganismos tales como Streptococcus
pneumoniae. (50,51)

Levofloxacino tiene una aumentada actividad frente a S.pneumoniae, S.aureus y
Enterococcus spp, como una buena actividad frente Mycoplasma y Chlamydia spp
(52,53). Esparfloxacino tiene un amplio espectro de actividad que incluye incluso
anaerobios. Esparfloxacino presenta incluso una elevada actividad frente a Mycoplasma
spp.

Trovafloxacino es la fluoroguinolona con la mas potente actividad frente a
anaerobios, incluido Bacteroides spp.(48, 54)

En cuanto a la clasificacion se han propuesto varias para esta familia: la quimica,
la biologica y la de generaciones.

Las quinolonas pueden ser clasificadas en cuatro grupos de acuerdo con su
estructura quimica, y ello teniendo en cuenta el niacleo basico del compuesto, en:
monociclica, biciclica, triciclica y tetraciclica. Estos cuatro grupos pueden ser
subdivididos segun los atomos de fldor que son fijados en posicion seis, en
monofluoradas, bifluoradas y trifluoradas (55).

La clasificacion bioldgica reconoce cuatro grupos y ello considerando el
espectro de accion y el diferente grado de metabolizaciéon. EI primero y el segundo
grupo con espectro limitado a enterobacterias y diferente grado de metabolizacién
reuniria: acidos nalidixicos, piromidinico y oxolinico, y flumequina, ampliamente
metabolizados, y acido pipemidico y cinoxacino, menos metabolizados. EIl tercero y
cuarto de espectro amplio, ambos también con mayor o menor metabolizacién
(metabolizados: norfloxacino, enoxacino, pefloxacino, ciprofloxacino, grepafloxacino,
temafloxacino, clinafloxacino; poco metabolizados: lomefloxacino, ofloxacino,
levofloxacino y esparfloxacino)(55).

La tercera clasificacion hace referencia a generaciones de quinolonas: la
primera comprende desde el &cido nalidixico hasta el &cido pipemidico y la segunda a

partir del norfloxacino, aunque también se le podria considerar como la Unica quinolona
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de segunda generacion y a las restantes como pertenecientes a la tercera, no existiendo
acuerdo a este respecto.

Recientemente se ha sugerido una clasificacion desde el punto de vista de la
actividad. Dicha clasificacion las reine en cuatro grupos, eliminando las de primera
generacion anterior (&4cido nalidixico, cinoxacino, acido pipemidico, rosoxacino), con lo
que realmente tendriamos cinco generaciones: la eliminada, la de las fluoroquinolonas
orales con indicacién esencial para infecciones urinarias ( norfloxacino, perfloxacino),
las de uso sistémico (enoxacino, fleroxacino, ofloxacino, ciprofloxacino), las activas
sobre grampositivos 'y patdgenos atipicos (levofloxacino, esparfloxacino,
grepafloxacino), y las que ademas actlan sobre bacterias anaerobias ( gatifloxacino,

trovafloxacino, moxifloxacino y climafloxacino) (56,57).

Tabla n27: Clasificacion de las Quinolonas desde un punto de vista de la

actividad.

Clasificacion de las Quinolonas

Clasificacion Agentes
Primera Generacion | Acido nalidixico
Cinoxacino
Segunda Generacion | Norfloxacino
Lomefloxacino

Enoxacino
Ofloxacino
Ciprofloxacino
Tercera Generacion | Levofloxacino
Esparfloxacino
Gatifloxacino
Moxifloxacino

Cuarta Generacion | Trovafloxacino

Dana E. King. New classification and Update on the Quinolones Antibiotics.Am Fam Physician
2000 May 1; 61 (9): 2741-8.
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Tabla n®8: Espectro antimicrobiano de las Quinolonas de Primera, Segunda,
Tercera y Cuarta Generacion.
Espectro antimicrobiano
Clasificacion Espectro Antimicrobiano
Primera Gramnegativos (no Pseudomonas spp.)
Generacion
Segunda Gramnegativos (incluidos Pseudomonas spp.).
Generacion Algunos Grampositivos (incluido Staphylococcus aureus pero no Streptococcus
pneumoniae).
Patogenos atipicos.
Tercera Igual que los de la segunda generacion, incluyendo S. pneumoniae sensibles a
Generacion penicilina y resistentes a penicilina.
Patdgenos atipicos.
Cuarta Igual que los de tercera generacion, actuando ademas sobre microorganismos
Generacion anaerobios.

Dana E. King. New classification and Update on the Quinolones Antibiotics.Am Fam Physician
2000 May 1; 61 (9): 2741-8.
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Tabla n®: Indicaciones Clinicas de las Quinolonas de Primera, Segunda,

Tercera y Cuarta Generacion.

Generales indicaciones clinicas

Clasificacion
Primera
Generacion
Segunda
Generacion

Tercera
Generacion
Cuarta

Generacion

Indicacion clinica

Infecciones urinarias

Infecciones urinarias (no complicadas y complicadas)
Pielonefritis
Enfermedades de transmision sexual
Prostatitis
Piel
Infecciones de los tejidos blandos
Exarcerbacion aguda de la bronquitis crénica.
Neumonia adquirida en la comunidad.
Las mismas que las quinolonas de primera, segunda y tercera generacion (excepto
complicaciones del tracto urinario y pielonefritis) mas infecciones intraabdominales,

neumonia nosocomial, infecciones pélvicas.

Dana E. King. New classification and Update on the Quinolones Antibiotics.Am Fam Physician
2000 May 1; 61 (9): 2741-8.
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Desde un punto de vista estructural existen dos tipos moleculares, uno con el
nucleo quinoldnico y otro con el naftiridinico, sobre los cuales tiene lugar distintas
sustituciones quimicas, siendo las mas frecuentes las acaecidas en las posiciones 1, 7 y
8. Las sustituciones en las posiciones 3, 4 y 6 alteran radicalmente la union de la
molécula y su actividad antibacteriana (58). Moxifloxacino, quinolona de reciente

comercializacion, es una 8-metoxiquinolona.

i
F = 1 | COOH
.

N N

H
Naftiridinas Quinolonas
Enoxacino Norfloxacino
Tosufloxacino Ciprofloxacino
Trovafloxacino Esparfloxacino
Moxifloxacino

Figura n%2: Estructura de las Quinolonas. Tipos moleculares.

. Mecanismo de accion.

El mecanismo de accién de las quinolonas es complejo, no estando adn
completamente dilucidado. ElI punto de accién de estos antimicrobianos son las
topoisomerasas o0 girasas del DNA, especificamente la subunidad o de la
topoisomerasa Il, y algunos también acttan sobre la topoisomerasa IV. La inhibicién de
estas enzimas conduce a la muerte bacteriana.

La subunidad o de la topoisomerasa Il (girasa) actua realizando incisiones a
intervalos en sitios especificos del DNA de una sola banda y posteriormente los une,
corrigiendo estos cortes; los inhibidores de la girasa impedirian la reparacion de estas
incisiones. La subunidad 3 de la girasa es la responsable de realizar el enrollamiento del
DNA de doble banda. Sobre esta enzima actla la novobiocina, antibiético que puede

actuar de forma sinérgica con este grupo de antimicrobianos.
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La topoisomerasa IV facilita el enrollamiento del DNA en sentido negativo, al
eliminar las vueltas en sentido positivo que presenta el DNA de doble banda. La
bacteria necesita empaquetar el DNA por medio de este enrollamiento para que
fisicamente tenga cabida dentro de la célula. El enrollamiento se realiza por medio de la
accion de la girasa en 50 lugares especificos e independientes del DNA. Sobre esta
topoisomerasa IV actuarian también algunas quinolonas.

La accion de las quinolonas se ejerce primordialmente impidiendo la reparacion
de las incisiones que se producen en el DNA, lo que induce a perder la forma
superenrollada, aumentando de volumen y creando una gran necesidad de espacio
intracelular. Macroscépicamente, esta accion se manifiesta por una elongacion anormal
de las bacterias.

Las roturas del DNA mantenidas por la accion de las quinolonas, seran el punto
de actuacion de las exonucleasas inducibles, que destruirdn el DNA. Esto requiere la
sintesis de RNA y de estas exonucleasas (proteinas) para que se manifieste la accion de
las quinolonas. Por consiguiente, la inhibicion de la sintesis de RNA y proteinas
reducird la accion de las quinolonas.

Si afadimos rifampicina (que inhibe el RNA), se debe reducir el efecto
bactericida de las quinolonas. Sin embargo, este efecto antagonista es menor sobre la
accion de ciprofloxacino y ofloxacino. La posible explicacion de este hecho se justifica
si existen dos mecanismos de accion: uno comun a todas las quinolonas (incluidas
ciprofloxacino y ofloxacino) y otro que no puede ser inhibido por la rifampicina
(exclusivo de algunas como ciprofloxacino y ofloxacino). Estos mecanismos pueden
explicar por que estos dos Ultimos compuestos producen una muerte mas rapida de las
bacterias que la que consiguen otros como norfloxacino y acido nalidixico. Al inhibir la
replicacion de DNA bloguean la replicacion de los plasmidos R que puedan existir en la
bacteria, eliminando la posibilidad de su difusion entre las poblaciones bacterianas.

Tienen una accion bactericida muy rapida que para ciprofloxacino y ofloxacino
se cifra en 19 minutos, para cinoxacino, en 44 minutos, para norfloxacino, en 52
minutos y para las antiguas quinolonas, entre 52 y 92 minutos.

Si comparamos la actividad de los nuevos componentes de este grupo de
antimicrobianos con las de otros bien conocidos, encontraremos que, sobre las

enterobacterias, su actividad es al menos 1.024 veces superior a la de cefalotina y de la
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mezlociclina, 256 veces superior a la de la combinacion de ampicilina y acido
clavulanico. Sobre P. aeruginosa son 64 veces mas activos que la gentamicina, 32 veces
mas que la azlocilina y moxalactam y 4 mas que la ceftazidima. Aunque los niveles
séricos no son comparables, los datos anteriores nos ponen de manifiesto la potente
accion antibacteriana de las nuevas quinolonas.

Esta actividad in vitro tiene una buena correlacion clinica, aunque su actividad
se ve disminuida en orina de 4 a 128 veces, segun el compuesto. Puede que el alto
contenido en cationes metalicos divalentes de la orina sea el responsable de este
antagonismo, accién que se observa también si suplementamos los medios de cultivo
con iones magnesio.

Las mutaciones hacia la resistencia son frecuentes en los compuestos antiguos
del grupo, presentando una alta tasa de mutacion el acido nalidixico. Estas mutaciones
afectan de alguna forma la sensibilidad de todo el grupo. Sin embargo, los nuevos
inhibidores de la girasa, no se ven tan afectados por esta resistencia al acido nalidixico,
dada la gran actividad que tienen, y aunque se eleven sus Concentraciones Minimas
Inhibitorias (CMI), sus niveles séricos permiten el tratamiento de las infecciones. Los

nuevos compuestos tienen una baja frecuencia de mutacién de 107 a 10,

.Uso de las quinolonas.

Desde un punto de vista clinico las quinolonas se han empleado para la mayoria
de las infecciones del tracto urinario, la piel y los tejidos blandos, de hueso y
articulaciones, y para el tratamiento de las infecciones del tracto respiratorio (ITR).

Ciprofloxacino se ha administrado a mas de 200 millones de pacientes desde su
aprobaciéon en 1987 (59,60). Ofloxacino y levofloxacino también se han prescrito
ampliamente. La mayoria de las infecciones del tracto urinario, la piel y los tejidos
blandos, de hueso y articulaciones, han sido tratadas con estos tres agentes, ademas de
otras quinolonas (59,60). Ciprofloxacino y ofloxacino no se han utilizado tanto en el
tratamiento de las infecciones del tracto respiratorio (ITR), a excepcion de las
exacerbaciones agudas de la bronquitis crénica, debido a que estas moléculas mas
antiguas carecen de suficiente actividad frente a Streptococcus pneumoniae.

Las ITR comprende enfermedades que van desde una simple faringoamigdalitis

hasta una neumonia nosocomial complicada, cada una de ellas con su particular
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fisiopatologia. Los microorganismos causantes de las ITR también varian
ostensiblemente segun la edad y el estado clinico del paciente. Junto a una flora
microbiana tan variable, la sensibilidad de muchos de estos patdgenos a los
antimicrobianos es cambiante. (tabla n® 10)
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Tabla n2 10: Cepas sensibles(%)”

PAIS ANTIMICROBIANO” |[STREPTOCOCCUS |HAEMOPHYLUS |MORAXELLA
PNEUMONIAE INFLUENZAE CATARRHALIS
Reino Unido Pen/amp 89,2 17,7 10,7
Claritromicina 91,3 95,4 100
Quinolona 100 100 100
Alemania Pen/amp 92,2 94,3 21
Claritromicina 90,1 94,9 100
Quinolona 99,3 100 100
Francia Pen/amp 33,5 72,2 11,2
Claritromicina 41,6 95,1 100
Quinolona 100 100 100
Italia Pen/amp 83,2 92,3 13,9
Claritromicina 75,7 96,8 100
Quinolona 100 100 100
Japon Pen/amp 45,9 84,6 2,5
Claritromicina 32,1 93,2 100
Quinolona 99,1 100 100
China Pen/amp 83,1 94,2 NP°
Claritromicina 25,8 97,4 100
Quinolona 99,2 100 100
Espafia Pen/amp 34,4 68 6,9
Claritromicina 62,2 91,3 100
Quinolona 100 100 100
Estados Pen/amp 65 62,5 8,3
Unidos Claritromicina 77,1 = 100
Quinolona 99,8 ) 100

& Utilizando puntos de corte en los paises en los que estan disponibles.

®Pen/amp=penicilina frente a Streptococcus pneumoniae, ampicilina frente a Haemophylus
influenzae y Moraxella catarhalis; quinolona= rango de levofloxacino o grepafloxacino.

NP°= no probado.

No comunicado

El andlisis de las infecciones tratadas con antimicrobianos muestra que las ITR

justifican casi dos tercios de las prescripciones, siendo la proporcion de vias altas y
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bajas aproximadamente igual. Por ello, el incremento en los problemas de resistencia
posiblemente tiene un impacto inicial mayor sobre algunos de los compuestos
tradicionales, incluyendo los betalactamicos y macrélidos. Los nuevos agentes
antimicrobianos, y entre ellos las quinolonas, han sido desarrollados teniendo en cuenta
estos posibles problemas. Las quinolonas son sustancias sintetizadas, y las mas
modernas han sido creadas utilizando los ultimos modelos de disefio asistido por
ordenador, que relacionan la estructura con la actividad. Ello ha permitido predecir la
actividad antibacteriana, las propiedades farmacocinéticas y el perfil de efectos
secundarios de los nuevos farmacos disefiados. Sin embargo, las lineas de trabajo estan
orientadas hacia el desarrollo de la “quinolona perfecta”. Las antiguas quinolonas tenian
una buena actividad frente a un amplio espectro de bacterias gramnegativas, las cuales,
como tales patdgenos, fueron una de las mayores amenazas clinicas a principio de la
década de 1990. Sin embargo, el incremento rapido de las cepas de S. pneumoniae con
sensibilidad disminuida a ciprofloxacino o levofloxacino (CMI de 1-2mg/l) fue ya
entonces preocupante (61). Un motivo adicional de preocupacion es las nuevas cepas de
Streptococcus pyogenes resistentes a los macrélidos que estan empezando a surgir en
Europa (62). Al igual que con las resistencias de las bacterias grampositivas, estan
aumentando las resistencias entre otros patogenos del tracto respiratorio (por ejemplo
Haemophilus influenzae y Moraxella catarhalis). En la tabla adjunta se muestra la
magnitud de estos problemas de sensibilidad.

Los avances en el diagnostico de laboratorio nos han hecho conscientes del
incremento de las resistencias, asi como nos ha permitido reconocer la presencia de
nuevos patogenos bacterianos asociados con enfermedades cada vez mas familiares. La
creciente importancia de Chlamydia pneumoniae en la neumonia adquirida en la
comunidad ha sido repetidamente comunicada en los Gltimos afios (63), al igual que se
ha reconocido a Haemophilus parainfluenzae como importante patdgeno del tracto

respiratorio (64).

.Espectro antibacteriano.
El hecho que un agente antimicrobiano tenga la capacidad de matar a un
microorganismo y una actividad de amplio espectro se considere una ventaja, ésta puede

tener consecuencias importantes, como lo es una alteracion de la flora normal, lo que se

31



I.-INTRODUCCION.

traduce en un sobrecrecimiento de otros microorganismos, como levaduras, enterococos
o clostridios, en el tracto intestinal o en el genital. Por el contrario, una inadecuada
cobertura antimicrobiana en infecciones rapidas, graves y fulminantes, puede tener
consecuencias fatales. Por ello debe instaurarse un tratamiento antibiético empirico bien
dirigido frente a los posibles patdgenos. La correcta identificacion de la enfermedad y la
sospecha de su etiologia pueden orientar mejor el tratamiento.

Ejemplos de la etiologia de la neumonia adquirida en la comunidad, de la
sinusitis aguda y de la bronquitis crdnica, se muestran en la tabla adjunta. Y se ha
demostrado que Moxifloxacino tiene un potencial de impacto mayor que otros

farmacos.
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Tabla n? 11: Ejemplos de la neumonia adquirida en la comunidad, de la sinusitis

aguda y de la bronquitis cronica.

Patologia Etiologia
Neumonia adquirida en la comunidad
Streptococcus pneumoniae 65
Haemophylus influenzae 12

Mycoplasma pneumoniae

Legionella pneumoniae 4
Chlamydia pneumoniae 2
Total(%) 90
Sinusitis aguda
Streptococcus pneumoniae 36
Haemophylus influenzae 26
Staphylococcus aureus 4
Moraxella catarhalis 2
Pseudomonas spp. 2
Total(%) 70
Bronquitis crénica
Haemophylus influenzae 38.3
Streptococcus pneumoniae 155
Moraxella catarhalis 12.6
Enterococcus spp. 6.7
Staphylococcus aureus 5
Pseudomonas spp. 3
Total (%) 81.1

La evaluacion de las actividades in vitro de varios de los antimicrobianos
actuales o de los potencialmente disponibles para en tratamiento de las ITR adquiridas
en la comunidad pone de manifiesto algunas discrepancias. Las emergencia de cepas de
S. pneumoniae multirresistentes, de H. influenzae y de M. catarhalis productoras de
betalactamasas es un problema para varias clases de antimicrobianos, con la excepcion
por el momento de las quinolonas. Efectivamente, ninguna de las quinolonas,

incluyendo desde los primeros compuestos como ciprofloxacino hasta los mas nuevos
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como moxifloxacino, se encuentran afectados por ninguno de estos mecanismos de
resistencia. Sin embargo, los nuevos agentes, tales como moxifloxacino,
grepafloxacino, gatifloxacino y trovafloxacino, tienen ventajas relativas con respecto a
los primeros en términos de una actividad relativamente mejorada frente a patdgenos
grampositivos, manteniendo al mismo tiempo una buena actividad frente a bacterias
gramnegativas (65,66).

La resistencia a los nuevos macrolidos, incluyendo azitromicina y
claritromicina, en cepas de Haemophilus spp. y S.pneumoniae, es cada vez mayor, y
ademas estos compuestos tienen de forma inherente una actividad reducida frente a las
enterobacterias. La mayoria de los Betalactamicos, incluyendo algunas de las nuevas
cefalosporinas, tiene una actividad reducida frente a las cepas de S. pneumoniae
resistentes a la penicilina. Aquellos Betalactdmicos con buena estabilidad frente a las
betalactamasas conservan su actividad frente a M. catarhalis y H. influenzae, pero al
igual que todos los miembros de esta clase no son efectivos frente a microorganismos
atipicos. Por el contrario, las nuevas quinolonas poseen una elevada actividad frente a
las bacterias atipicas, incluyendo Chlamydia, Micoplasma y Legionella spp., asi como
frente a otras especies anteriormente mencionadas, siendo por tanto la alternativa a los
macrolidos tradicionales.

Los microorganismos gramnegativos son menos comunes en las ITR adquiridas
en la comunidad en comparacion con las ITR nosocomiales, pero puede ser un problema
en pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva cronica o con sinusitis cronica. La
actividad frente a estos patdgenos podria ser considerada como una ventaja en el
tratamiento de las ITR adquiridas en la comunidad.

En la tabla adjunta se compara la actividad de los antimicrobianos habitualmente
utilizados en el tratamiento de las ITR, y se desprende que las nuevas quinolonas tienen
un espectro de actividad mas amplio frente a estos patdgenos. La actividad de
moxifloxacino frente a las bacterias patdgenas mas frecuentes adquiridas en la

comunidad es buena, con valores de CMI bajos (65,67).
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Tabla n? 12:Comparacion de actividad antimicrobiana (CMI) de varios

antimicrobianos in vitro frente a patdgenos comunes causantes de ITR.

Microorganismo | Amoxicilina | Cefuroxima | Claritromicina | Azitromicina | trimetoprima- | Levofloxacino | Moxifloxacino
sulfametoxazol
S. pneumoniae
Penicilina (S) 0.06 0.06-0.25 0.03-0.25 0.06-0.12 1
Penicilina(l) 1-2 2-4 4-64 4-8 8-16
Penicilina(R) 8 8-16 >64 >64 8-16 2 0.12
H.influenzae
Betalactamasa+ 2-128 2-4 8-16 1-2 0.05
Betalactamasa - 1 2-8 8-24 1-2 0.05 0.015 0.03
M. catarhalis
Betalactamasa+ >16 2 0.06-0.4 0.06 0.25-0.5
Betalactamasa - 0.25 2 0.06-0.4 0.06 0.25-0.5 0.06 0.03
Micoplasma NA 0.008-0.03 0.002 - NC 0.12
Chlamydia 0.03 0.25 - 0.5 0.06-0.12
Legionella 0.03-0.06 0.25 - 0.05 0.015
S.aureus 4->64 4->64 0.25->64 1->128 1->64 0.25-16 0-12-2
Klebsiella >16-1024 8-16 NA >64 >4 0.12-0.25 0.12-0.25
NA = NO APROPIADO; NC = NO COMUNICADO
Por tanto, de todo lo anteriormente expuesto concluiremos diciendo que, la

actividad antimicrobiana in vitro del acido nalidixico, de los &cidos oxolinico y

piromidico, del cinoxacino y de otras quinolonas de primera generacion esta limitada a

unos pocos géneros de bacterias gramnegativas, sobre todo enterobacterias, siendo

necesarias concentraciones >2 mg/l para inhibir el 90% de las cepas (CMl,). El acido

pipemidico, con mejoras farmacoldgicas, apenas supera el espectro del acido nalidixico,

salvo que cubre un 30% de Pseudomonas aeruginosa. Las fluoroquinolonas de segunda

y tercera generacion tienen un espectro y actividad intrinseca mayores, con CMl,, que

pueden llegar a ser mil veces inferiores para los géneros Enterobacteriaceae,

Haemophylus, Gardnerella, Branhamella, Neisseria, Vibrio y Aeromonas, siendo

también activas sobre Streptococcus, Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas,
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Acinetobacter, Yersinia, Legionella, Mycobacterium, Micoplasma, Ureaplasma,
Chlamydia y Brucella, entre otros. Su actividad frente a bacterias anaerobias es
moderada, o nula en el caso concreto de Bacteroides fragilis, con excepcion de las de
ultima generacion, como tosufloxacino, clinafloxacino, trovafloxacino, moxifloxacino y
gatifloxacino, que inhiben con 2mg/l el 90% este tipo de patdgenos, cifra proxima o
superior, a la de los anaerobicidas clasicos como clindamicina, metronidazol, ornidazol,

cefoxitina, imipenem y meropenem.

Farmacocinética de las quinolonas.

Todas las quinolonas son absorbibles por via oral, menos clinafloxacino, que
estd formulado para via intravenosa. Las concentraciones plasmaticas maximas cuando
se administran por via oral son bajas, <2mg/I, para el norfloxacino, el grepafloxacino y
el esparfloxacino; medias, <6émg/l, para el ciprofloxacino, el trovafloxacino, el
moxifloxacino, el gatifloxacino, el lomefloxacino y el fleroxacino; y mas altas para
ofloxacino, el levofloxacino y el pefloxacino.

La absorcion es rapida, entre una y dos horas para el acido nalidixico, el acido
pipemidico, el ofloxacino, el ofloxacino, el levofloxacino, el ciprofloxacino y el
gatifloxacino; y mas lenta e irregular para el grepafloxacino, el moxifloxacino, el
esparfloxacino, el lomefloxacino, el fleroxacino y el pefloxacino; baja para el
norfloxacino, <50%, y media para las otras quinolonas.

La absorcion, cuando la fluoroquinolona es administrada por via oral, disminuye
significativamente cuando estos agentes son coadministrados con aluminio, magnesio,
calcio, hierro o zinc, pues se forma un quelato insoluble entre la fluoroquinolona y el
catién en el tracto gastrointestinal .(68,69)

La penetracion es particularmente alta en rifion, pulmon, préstata, bronquios,
nasal, vesicula biliar, vejiga y tejidos del aparato genital. (48,70) La concentracion en
orina de algunas fluoroquinolonas, como ciprofloxacino y ofloxacino (Floxin) puede ser
incluso 25 veces mas alta que la concentracion en el suero. Consecuentemente este
agente esta especialmente indicado para el tratamiento de las infecciones del tracto
urinario.(71)

La distribucion de las fluoroguinolonas en los tejidos del tracto respiratorio y

fluidos es especialmente interesante por la actividad que estos agentes presentan frente a
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patogenos respiratorios. Trovafloxacino tiene la capacidad de penetrar en las meninges
lo que hace que tenga un futuro papel en el tratamiento de la meningitis
bacteriana.(70,72)

La eliminacion plasmatica es muy alta para el esparfloxacino (16 a 20 horas) y
alta (>6 horas) para el lomefloxacino, el fleroxacino, el pefloxacino, el grepafloxacino,
levofloxacino, el trovafloxacino y el moxifloxacino. La union a proteinas plasmaticas el
alta (>70%) para el acido nalidixico y el trovafloxacino, y moderada o baja (15% al
50%) para el resto. El acido pipemidico, el ofloxacino, el levofloxacino, el
gatifloxacino, el lomefloxacino y el fleroxacino tienen una eliminacion renal alta, entre
el 60% vy el 98%, siendo baja la del grepafloxacino, el trovafloxacino, el moxifloxacino
y el pefloxacino (<20%) y moderada la de los restantes. El acido pipemidico, el
grepafloxacino, el trovafloxacino y el esparfloxacino se excretan por heces hasta en un
50%.

El paso al espacio extravascular es alto, alrededor del 110% a 120% para casi
todas las quinolonas, con buena difusion en los tejidos y una penetracion intracelular
superior a la concentracion plasmatica. El cociente entre la concentracién en la mayoria
de los tejidos y la concentracion en el plasma suele ser entre 2 y 4, excepto en el hueso,
que es de 1, y en el LCR, que es <1, lo que garantiza concentraciones suficientes para
inhibir a gran parte de los patdgenos humanos. De todas las quinolonas se pueden
detectar metabolitos, pero en distinta cantidad: 90% en el caso del acido nalidixico, 50%
al 60% para el pefloxacino y el ciprofloxacino y cantidades menores para el resto. Las
principales formas de biotransformacion son desmetilacion, oxidacién o rotura del
anillo de la molécula, o conjugacion del acido carboxilico, dando lugar a oxoenoxacino,
oxonorfloxacino,  oxociprofloxacino, aminonorfloxacino, aminoetilnorfloxacino,
desmetilpefloxacino, formilnorfloxacino, formilciprofloxacino y otros metabolitos.
Algunos de estos metabolitos son activos desde el punto de vista antibacteriano, como
el oxoenoxacino, el oxociprofloxacino y el desmetilpefloxacino.

Teniendo en cuenta la via y el modo de eliminacion, en los casos de
insuficiencia hepatica grave soélo habrd que modificar las dosis de pefloxacino,
grepafloxacino y esparfloxacino. Si se trata de insuficiencia renal, el norfloxacino, el

ofloxacino, el levofloxacino, el gatifloxacino, el clinafloxacino, el lomefloxacino y el
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fleroxacino se acumularian, mientras que el ciprofloxacino, el pefloxacino y el
grepafloxacino se modificaran poco.

Las quinolonas penetran bien en los macréfagos y en los leucocitos
polimorfonucleares de los animales y humanos, siendo capaces de destruir patdgenos
intracelulares habituales, como especies de los géneros Legionella, Mycobacterium,
Salmonella, Brucella y Chlamydia, y ocasionales como Pseudomonas, Haemophilus,
Staphylococcus y Neisseria.

Sélo ofloxacino y levofloxacino son exclusivamente eliminados por el rifion
(48,71,73). Mecanismos renales o no renales de eliminacion (gastrointestinal o
hepatico) son responsables de la eliminacion del &cido nalidixico, cinoxacino,
norfloxacino, ciprofloxacino, enoxacino (Penetrex), lomefloxacino, gatifloxacino,
moxifloxacino y esparfloxacino.

Trovafloxacino es eliminado primariamente por mecanismos hepaticos (74).
Aproximadamente el 50% de trovafloxacino es conjugado en el higado; 43% es

excretado en heces (72)
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5.- MOXIFLOXACINO.

El hidrocloruro de moxifloxacino, 4 ( hidrocloruro del acido 1-ciclopropil-7-([S,

S]-2,8-diazabiciclo[4.3.0.]non-8-il)-6-fluoro-1,4-dihidro-8-metoxi-4-oxo-quinolina-3-

carboxilico) se origina en un proceso de cicloaracilacion ( el método Grohe),

desarrollado en Bayer por K. Grohe (75,76). Por tanto moxifloxacino es una 8-

metoxiquinolona, de amplio espectro y rapida accién bactericida, con un grupo

diazabiciclico en posicion 7 que aumenta la accion sobre los grampositivos, pero

sustituyendo el radical Cl de la posicion 8, facilmente degradado por la luz, por un

metoxi (CH,OH), lo que evita problemas de fotosensibilidad, manteniendo el excelente

espectro.

grupo

B-mietoxi

COOH

x GIH

Figura n23: Estructura quimica de Moxifloxacino.

El principal mecanismo de accion es la union a la DNA-girasa (girasa A y girasa

B) y a la topoisomerasa 1V de las bacterias (77,78,79). La topoisomerasa ll(girasa)

constituye la diana favorita en los microorganismos gramnegativos, mientras que en los

microorganismos grampositivos, son ambas topoisomerasas (80). Debido a su doble
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actividad, presenta una menor tasa de seleccion de resistencias que otras
fluoroquinolonas que actdan principalmente sélo sobre una de estas enzimas (81,82). La
apariciéon de resistencias suele ser un proceso secuencial en el cual, tras la primera
mutacion puntual, sobre la girasa o la topoisomerasa IV, segiin microorganismo, en la
que aparece un moderado grado de resistencia, se produce una segunda mutacién
resultando un alto grado de resistencia adquirido. Debido a su doble actividad, estas
bacterias parcialmente resistentes surgidas de una primera mutacion siguen siendo
sensibles a moxifloxacino, dificultando la aparicién de resistencias (83).

Las topoisomerasas son enzimas que controlan el superenrrollamiento y
desenrrollamiento del DNA bacteriano. El superenrrollamiento permite a la larga
molécula de DNA “empaquetarse” dentro de la célula bacteriana. Esta estructura
fuertemente empaquetada debe ser desenrollada para permitir la replicacion,
transcripcion y reparacion del DNA. La inhibicion de la actividad de estos enzimas
impide a la célula bacteriana producir las proteinas necesarias para su reparacion,
crecimiento y reproduccion. Una inhibicion prolongada conducira asi a la muerte de la
celula.

El espectro es muy amplio abarcando bacterias respiratorias como S.
pneumoniae, H. influenzae, K. pneumoniae, L. pneumophila, M. catarhalis, M.
pneumoniae y C. pneumoniae, bacterias gramnegativas, y su accion no se ve afectada
cuando S. pneumoniae y H. Influenzae son resistentes a los betalactamicos y los
macrolidos; por otro lado, tiene buena actividad sobre bacterias anaerobias como
Peptostreptococcus, Propionibacterium, Clostridium perfringens, Clostridium difficile,
Bacteroides fragilis, Prevotela y Fusobacterium que a veces estdn implicadas en
problemas respiratorios.

Los estudios farmacodindmicos han demostrado que 400mg de moxifloxacino,
administrados por via oral, se absorben rapidamente, con una biodisponibilidad del 86%
al 91% aproximadamente, alcanzando unas concentraciones maximas de 3,1 a 4,5 mg/l
a las 1-3 horas de su administracion. La absorcién y biodisponibilidad de moxifloxacino
por via oral no se ve afectada por alimentos o productos lacteos, por lo que puede
tomarse con alimentos o en ayunas. Tampoco la administracion de ranitidina

(bloqueador H2) provoca una modificacion significativa de la farmacocinética de
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moxifloxacino. EI pH del estbmago no parece tener influencia en la absorcion de
moxifloxacino en el tubo digestivo.

Los antiacidos, como por ejemplo Maalox® , asi como todas las preparaciones
(inclusive preparaciones multivitaminicos) que contienen iones metalicos polivalentes,
como por ejemplo magnesio, aluminio, zinc o hierro, pueden reducir considerablemente
la absorcion de las quinolonas, ya que se forman complejos de quelatos insolubles. Por
esta razon, deben de tomarse dichos preparados como minimo 4 horas antes o 2 horas
después de la ingesta de moxifloxacino.

Moxifloxacino se distribuye rapidamente en le organismo y pasa en gran medida
al espacio extravascular. Durante la fase de absorcidn, la concentracion en saliva
sobrepasa el nivel en plasma. El volumen de distribucion en equilibrio estable de
concentraciones (Vss) es de aproximadamente 2 I/kg.

La unién de moxifloxacino a las proteinas plasmaticas, en especial a la albumina
sérica, es moderadamente pronunciada (30-48%), y ademas es reversible y casi
independiente de la concentracion y del sexo del paciente. En consecuencia en el plasma
puede demostrarse una proporciéon de aproximadamente un 55% de sustancia libre.
Dada esta union a proteinas moderada, no cabe prever que una disminucion del nivel de
albumina en pacientes mayores tenga una influencia relevante en el patron de
distribucion.

Se une s6lo un 40% a las proteinas plasmaticas, su volumen de distribucion es de
3-4 1/kg, con un &rea bajo la curva (AUC ;,4) de 30,9mg/l/h y hemivida plasmatica
larga, de unas 12 horas. La concentracion declina de manera bifasica, del 30% al 50%
en las primeras 3 a 5 horas. La penetracion en el liquido extravascular inflamatorio, de
2,6 mg/l o superior, representa mas del 100% de la plasmética. En cuanto al sistema
respiratorio, las concentraciones alcanzadas en los macrofagos alveolares, la mucosa
bronquial y el liquido de revestimiento epitelial son 56,7 mg/l, 5,4 mg/l y 20,7 mg/l,
respectivamente, y en los senos maxilares y etmoidales de 8,2 mg/l y 9,1 mgll,
cantidades muy por encima de las que se necesitan para la inhibicion de las bacterias
causantes de infecciones respiratorias. La concentracién que se alcanza en la saliva es
similar o superior a la plasmatica. La penetracion en los leucocitos PMN humanos es
rapida, reversible y no saturable, con una concentracion intracelular de 6,3 a 10 veces la

extracelular.

41



I.-INTRODUCCION.

En cuanto a la eliminacion, moxifloxacino experimenta una biotransformacion
de fase Il mediante metabolizacion por conjugacion, sin que haya indicios de
metabolismo oxidativo. Se producen dos metabolitos, uno en forma de sulfo-compuesto
(M1) y otro de glucuronico (M2). M1 y M2 son los Unicos metabolitos relevantes en el
hombre y ambos son microbiolégicamente inactivos.

En estudios clinicos de fase | y en estudios in vitro no se han observado
interacciones farmacocinéticas metabolicas con otros farmacos sometidos a
biotransformacidon con participacion del citocromo P-450.

Moxifloxacino es eliminado del plasma con una hemivida terminal de
aproximadamente 12 horas (84). La depuracion corporal total media aparente tras una
dosis de 400 mg oscila entre 179 y 246 ml/min.

Tras la administracion de una dosis de 400 mg de moxifloxacino, la
recuperacion en orina (19% de farmaco inalterado, 2,5% de metabolito M1 y 14% de
metabolito M2) y en heces (25% de farmaco inalterado, 36% de metabolito M1) alcanza

aproximadamente el 96% (85).

Moxifloxacino orina
25%

@ Moxifloxacino orina
B M2 orina

[OM1 orina

[ No detectado
@M1 heces

M1 heces
47%

M2 orina
19%

M1 orina
4%

No detectado
5%

Figura n%: Vias de eliminacion de 400mg de moxifloxacino en voluntarios sanos tras

su administracion oral.
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Las vias de eliminacion de moxifloxacino estd equilibradas, no dependiendo
exclusivamente de la funcion renal o de la hepatica. Por ello, el riesgo de acumulacién
se reduce en el caso de insuficiencia renal o hepética (85).

La propiedades farmacocinéticas de moxifloxacino no son significativamente
diferentes en pacientes con alteracion renal (incluyendo una depuracion de creatinina >
20 ml/min/1,73m?). Aunque la depuracion renal de moxifloxacino y de sus metabolitos
disminuye proporcionalmente con la gravedad de la insuficiencia renal, ello no produce
cambios significativos en las concentraciones plasmaticas de moxifloxacino. A medida
que la funcion renal disminuye, las concentraciones de M2 (glucordnico) aumentan un
factor de 2,5 ( con una depuracién de creatinina < 30 ml/min/1,73m? ) (86,87). No se
dispone de informacién sobre el uso de moxifloxacino en pacientes con una depuracién
de creatinina < 30 ml/min/1,73m? ni en pacientes sometidos a dialisis renal.

Se ha investigado la farmacocinética y eliminacion de moxifloxacino en
pacientes con insuficiencia hepética (Child-Pugh A y B), no hallandose diferencias
significativas con los voluntarios sanos (87). La alteracion de la funcion hepatica se
asocié con una exposicion superior a M1 en plasma, mientras que la exposicién al
farmaco original fue comparable a de los voluntarios sanos.

Los datos preclinicos indican que moxifloxacino pasa a la leche materna. Ante
ello hay que recordar que al igual que las demas quinolonas, moxifloxacino puede
causar lesiones en el cartilago de las articulaciones que soportan peso en animales

inmaduros.
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6.- LEVOFLOXACINO.
El levofloxacino es el &cido (S)9-fluoro-2,3-dihidro-3-metil-10-(4-metil-1-

piperazinil)-7-oxo-7H-pirido[1,2,3,de]-1,4,benzoxacina-6-carboxilico.

O Q

| OH

Levofloxacino

Figura n%: Estructura quimica de Levofloxacino.

Antibacteriano con accion bactericida, perteneciente al grupo de las
fluoroquinolonas, es el enantiomero S(-) del racémico ofloxacina y fue aprobado para su
uso en Estados Unidos en diciembre de 1996.Tiene una actividad de amplio espectro
comparada con las primeras fluoroquinolonas (ciprofloxacino y ofloxacino), con
probada actividad frente a bacteria gram positivas y una excelente actividad frente a
bacterias gram negativas y organismos atipicos. Aunque su actividad frente a
organismos anaerobios ha sido mejorada respecto a las primeras fluoroquinolonas, el

levofloxacino no puede ser considerado como agente de primera linea frente a
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anaerobios (88). Levofloxacino tiene una impresionante eficacia en estudios clinicos de
neumonia adquirida en la comunidad (89,90), exacerbacion bacteriana aguda de la
bronquitis cronica, sinusitis aguda, infecciones en la piel, infecciones en el tracto
urinario y en la pielonefritis (91).

Actua inhibiendo el enzima bacteriano DNA-girasa (topoisomerasa Il y 1V), con
lo que bloquea el proceso de replicacion del DNA bacteriano.

Presenta un espectro antibacteriano extremadamente amplio, actuando sobre
bacterias grampositivas y gramnegativas, tanto aerobias como anaerobias. Son
susceptibles al levofloxacino, aerobios gram-positivos como S.aureus (cepas
susceptibles a meticilina), S.agalactiae, S.pneumoniae (susceptibilidad intermedia y
resistentes a penicilina). Aerobios gram-negativos como E.coli, H.influenzae
(incluyendo cepas productoras de beta-lactamasas), H.parainfluenzae, Kl.pneumoniae,
M.catarhalis, Proteus mirabilis, P.vulgaris, Pseudomona aeruginosa, S.marcescens.
Anaerobios como: B.fragilis, Clostridium perfingens. Otros: Chlamydia pneumoniae,
Ch.psittaci, Legionella pneumophila, Micoplasma pneumoniae. St.aureus meticilina-R
es resistente.

Levofloxacino esta disponible tanto como inyectable como para administracion
oral, y con una biodisponibilidad de casi el 100%.(88)

La hemivida en plasma es de aproximadamente de 6-8 horas en individuos con
una funcién renal normal. Aproximadamente el 80% de levofloxacino es eliminado en
la orina, por medio de la filtracién glomerular y la excrecion renal.(88)

La farmacocinética no esta apreciablemente afectada por la edad, sexo, raza, en
individuos sanos. (88)

Las interacciones con otras drogas es poco comun como consecuencia de su baja
degradacion metabolica. Su administracion conjunta con antiacidos u otros agentes que
contienen cationes divalentes o trivalentes, disminuye su absorcién. (88)

Estudios clinicos muestran que levofloxacino presenta en 24 horas, AUC/MIC

de aproximadamente 100 y Cmax/MIC entorno a 10.
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1°. Detectar resistencias evidenciadas “ in vitro” frente a distintos agentes

antimicrobianos, procedentes de aislamientos bacterianos obtenidos en muestras de
pacientes ingresados en el Hospital Militar Universitario “ Gomez Ulla”, analizando su

comportamiento global.

2°. Evaluar “ in vitro”, la sensibilidad / resistencia de dichos agentes patdgenos frente a
dos recientes antimicrobianos, esto es, dos quinolonas de tercera generacion,

Levofloxacino y Moxifloxacino.

3% Evaluar la tasa de resistencia actual en otra quinolona de segunda generacion,

presente en el mercado desde hace varios afos
4°, Conocer la situacion epidemioldgica actual, en lo que a resistencias se refiere en

muestras de pacientes hospitalizados, con respecto a la registrada en la base de datos del

servicio.
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MATERIAL Y METODO.

El estudio se llevd a cabo con los pacientes hospitalizados del Hospital Militar
Central Universitario “Goémez Ulla”.

Se utilizaron como muestras clinicas, hemocultivos, orinas, exudados de herida,
exudados faringeos, exudados nasales y abscesos, procedentes de dichos pacientes.

Las resistencias se valoraron en los aislamientos obtenidos a partir de dichas
muestras.

La metodologia de trabajo se efectud de conformidad con:
Libro de Procedimientos Normalizado con arreglo a normativa ASM, registrado en el
Libro 2° de Procedimientos del Servicio de Microbiologia Clinica del Hospital Militar
Central Universitario “Gomez Ulla”. La toma de muestras se efectu6 de acuerdo con el
Libro 1° de Procedimientos del citado Servicio (Recogida y Transporte de Muestras),
acorde con el protocolo de la SEIMC (Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas
y Microbiologia Clinica). Control de Calidad documentado, acorde a documento de
consenso sobre Calidad del Servicio, y adscrito al Programa de Control de Calidad de la
SEIMC. La identificacion de los microorganismos y su antibiograma se realizaron
mediante el Sistema Automatizado CIM VITEK ® , de Biomeérieux. Lectura manual de
CMI mediante E-test. Valoracidn estadistica mediante SPSS y Statgraphics Plus, con
licencia de usuario.

El Estudio epidemioldgico mediante control de TSN (The Surveillance

Network), a través de Internet. Consultoria Cientifica a través de Internet.

1. MUESTRAS ESTUDIADAS.

Se trabaj0 con 100 cepas, que incluye microorganismos gramnegativos y
grampositivos, todos ellos causantes de bacteriemia y procedentes de muestras clinicas
de pacientes hospitalizados que, o bien pertenecian al sistema sanitario del Instituto
Social de las Fuerzas Armadas (ISFAS), militares o familiares de los mismos, o bien
pertenecian al sistema sanitario del Patronato Militar de la Seguridad Social, personal
civil al servicio del Ministerio de Defensa o familiares de los mismos.

La toma de muestras (Recogida y Transporte) se efectué de acuerdo con el Libro 1°
de Procedimientos del Servicio de Microbiologia Clinica del Hospital Militar Central
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Universitario “Gomez Ulla” y acorde con el protocolo de la SEIMC (Sociedad Espafiola
de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica).

Las cepas asi obtenidas, desde Junio de 2000 hasta Marzo de 2001, fueron
almacenadas a -30 °C previa inoculacion en condiciones de asepsia en CRYOBANK Rde
Mast Diagnostics, a partir de un cultivo puro de dichas colonias.

Tabla n?13: Microorganismos y numero de cepas de cada uno de ellos

estudiados.

Microorganismo N2 de Cepas
Bacteroides fragilis 2
Citrobacter braakii 1
Citrobacter koseri 1

Escherichia coli 23

Enterobacter cloacae 2
Enterococcus faecalis 11

Enterococcus faecium

Klebsiella pneumoniae

1
3
Proteus mirabilis 3
Providencia rettgeri 1
Pseudomonas aeruginosa 8
Serratia marcescens 2
Staphylococcus aureus 15
Staphylococcus auricularis
Staphylococcus capitis
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus simulans
Staphylococcus warneri
Staphylococcus xilosus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes

Streptococcus sanguis

B N N N T = = = T =

Streptococcus viridans

Las cepas fueron recuperadas simultaneamente en Agar Sangre y Caldo Comun,

donde fueron sembradas e incubadas a 35-37 ° C durante 24 horas.
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2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS.
HEMOCULTIVOS.

Material:

- Frascos de hemocultivos:

ESP 80 A. Para aerobios.
ESP 80 N. Para anaerobios.

- Compresor de goma.

- Jeringas y agujas de puncién intravenosa.

- Gasas estériles.

- Guantes de goma estériles.

- Alcohol etilico de 70° o isopropilico de 90%.

- Solucion Yodada.

. Obtencidn de la Muestra.-

Se desinfectd los tapones de goma con alcohol, dejandolo secar al menos un
minuto.

Se localizé por palpacion la vena que se punciond, utilizandose una vena distinta
para cada extraccion.

Se desinfectd con alcohol una zona de piel de unos 10 cm de didmetro y se
procedio a la extraccion de sangre evitando tocar el campo desinfectado.

Se introdujo la sangre en los frascos evitando que entre aire. Se movieron los
frascos para que la sangre y el medio de cultivo se mezcle. Se introdujeron los frascos a
37°C.

El nimero de frascos que se emplearon en la mayoria de los casos fue de tres
frascos dobles, tomados separadamente. El volumen de sangre tomado fue entre 10 y 30

ml.

. Transporte.-

Se recepcionaron en el laboratorio lo antes posible y se mantuvieron en estufa a
35-37°C hasta su procesamiento.

Solo se realizd la extraccion de sangre arterial en aquellos casos en los que no
existian venas accesibles, y se admitieron muestras procedentes de catéteres en aquellos

casos en los que se sospechaba infeccion del propio catéter.
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. Procesamiento de los hemocultivos.

Los frascos de hemocultivo se incubaron a una temperatura de 35-37 ° C
empleando el Sistema automatizado ESP Blood Culture System ® de Difco.

Los subcultivos se efectuaron sistematicamente en Agar Sangre al cabo de 18-24
horas de incubacion.

En los caldos de cultivo positivos se efectud la identificacion y célculo de sus
CMlIs empleando el Sistema automatizado CIM VITEK ®.

.UROCULTIVOS.
.Material:

- (Gasas estériles.

- Jabdn neutro.

- Recipiente de boca ancha con tapa de rosca hermético y estéril.

- Bolsas de pléastico o colectores estériles para nifios.

.Obtencién de la Muestra.-

Se recogid la primera miccion de la mafana y siguiendo la técnica de recogida
que recomienda la SEIMC, segun se trate de una mujer, hombre o nifio. El volumen
minimo de orina que se admitid fue de 5-10ml.

En aquellos pacientes ingresados con imposibilidad de recoger la muestra por si
mismos, se realizo sondaje vesical observando las medidas asépticas oportunas.

.Transporte.-

Todas las muestras fueron analizadas en el laboratorio en las dos horas
siguientes a su recogida, y en aquellos casos en los que no fue posible se mantuvieron
refrigeradas a 4>C durante un tiempo maximo de 24 horas.

.Procesamiento.-

Se sembré un volumen de orina de 0,01 ml (10ul) mediante asa calibrada estéril
desechable en el medio de cultivo general Agar CLED. Las placas sembradas se
incubaron durante 18-24 horas en estufa de aerobiosis a una temperatura de 36C + 1.

Aquellas placas que no presentaron crecimiento durante las primeras 18-24 horas
de incubacion, fueron sometidas a un segundo ciclo.

Todas las placas con un recuento > 10 colonias se procesaron de la siguiente

manera.
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- Se realizo Tincion de Gram de cada una de las diferentes colonias.

- Los Bacilos Gram (-) siguieron el procedimiento del Sistema automatizado
CIM VITEK .

- Cocos y Bacilos Gram (+), se hizo pase a Agar Sangre, incubandose las
placas en posicion invertida durante 18-24 horas a una temperatura de 36-C
+1.

- Para identificar las colonias de Cocos Gram (+) y Bacilos Gram (+) se

realizaron las pruebas de Catalasa, Coagulasa y Oxidasa.

.EXUDADOS PURULENTOS, HERIDAS Y ABSCESOS.

.Material:

- Suero fisioldgico estéril.

- Torundas con medio de transporte (Amies, Stuart).

- Jeringas y agujas estériles.

.Obtencidn de la Muestra.-

Se lavo cuidadosamente la superficie de la herida, se recogi6 el pus con jeringa
y aguja. En aquellas ocasiones que se hizo la toma del producto en torunda se dispuso
de medio de transporte.

.Transporte.-

Se recepciono en el laboratorio en el transcurso de dos horas y en aquellos casos
en los que no fue posible se conservaron a temperatura ambiente hasta su
procesamiento.

.Procesamiento.-

Todas las muestras fueron sembradas en Agar Sangre y Agar Chocolate para
aislar estafilococos y estreptococos, y en un tubo de Caldo de Tioglicolato como medio
de enriguecimiento tanto para aerobios como para anaerobios. Las placas sembradas se
incuban a 35%C en una jarra de CO, y el tubo de Caldo de Tioglicolato en estufa de
aerobiosis a una temperatura de 36°C + 1.

Aquellas placas en las que se observo la presencia de colonias, se efectud un
Gram a cada una de ellas y segun si se tratase de Cocos o Bacilos, Gram (+) o Gram (-),

siguieron el procedimiento del Sistema automatizado CIM VITEK R.
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.MUESTRAS DEL TRACTO RESPIRATORIO SUPERIOR.

1. -EXUDADO FARINGEO-AMIGDALINO.

Material:
- Depresor lingual.
- Torunda de algodon sin medio de transporte.

.Obtencion de la Muestra.-
Bajo vision directa, con la ayuda de un depresor lingual, se toco con la torunda

en todas las partes con exudado, membranas o inflamacion. Se froté las criptas
tonsilares y la faringe posterior. En todos los casos se evito tocar la mucosa oral, lengua
o0 uvula.

Solo fue preciso una muestra.

.Transporte y Conservacion.-
No se observaron medidas especiales de transporte y conservacion.

2. -EXUDADO NASO-FARINGEO.-

.Material:
- Torundas flexibles de alginato célcico.

- Para aspirados: Tubo aspirador de Teflon o jeringa y catéter

.Obtencion de la Muestra.-
Se paso la torunda a través de la nariz suavemente, hasta llegar a la nasofaringe y

manteniendo la torunda cerca del septum y suelo de la fosa, se rotd la torunda y se

extrajo.
Para aspirados, se paso el tubo de teflon o un catéter conectado a una jeringa por

via pernasal, de igual forma que la torunda.
.Transporte y Conservacion.-
No se observaron medidas especiales de transporte y conservacion.

3. -SENOS-PARANASALES.-

.Material:
- Povidona yodada al10%.

- Contenedor estéril.
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- Medio de transporte para anaerobios.

.Obtencion de la muestra.-

Se desinfectd el lugar de la puncién con Povidona.

La muestra se obtiene por aspiracion del seno (por via endonasal o maxilar) o
bien por procedimientos quirdrgicos. Se inyectd una parte de la muestra en un medio de
transporte para anaerobios y se envio el resto en un contenedor estéril o en la propia
jeringa.

.Transporte.-

Se recepciono en el laboratorio lo mas rapidamente posible.

.Procesamiento de las muestras del tracto respiratorio superior.-

1. - Exudado faringeo. El exudado faringeo se sembrd Unicamente en CNA
(Agar columbia colistina-nalidixico) y se incubd en ambiente de CO, a 37>C. Se
observo a las 24 horas y si hubo crecimiento de Cocos Gram(+), con colonias
hemoliticas, pequefias, transparentes o translucidas y catalasa (-) se realiz6 la prueba de
sensibilidad a Bacitracina y aglutinacion con antisueros especificos para estreptococos.

2. - Exudado nasal. Se sembré la muestra en Agar manitol-sal y se incub6 a 37°
C. Se leyo a las 24 y 48 horas de incubacion buscando colonias manitol (+) (amarillas)
staphyslide (+). En este caso se realizd un pase a Agar MRSA ( para identificacion
precoz de S.aureus resistente a meticilina) y a Agar Sangre.

3. - Muestras sinusales. Se sembrd en Agar Sangre (AS), Agar Chocolate
(ACH), Agar McConkey (MAC), Infusion cerebro corazon (BHI) y Medios para

anaerobios.

En los tres tipos de muestra para la realizacion de pruebas de sensibilidad a

antimicrobianos se siguieron el procedimiento del Sistema automatizado CIM VITEK .
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3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA. SISTEMA
AUTOMATIZADO CIM VITEK ®,

El Sistema automatizado CIM VITEK ® procesa las muestras mediante el lector /
incubador VITEK. Dicho sistema consta ademas de un Dispensador Brinkmann
Dispensetter para la dilucion de las muestras, de un Colorimetro para la comprobacion
de las diluciones y de las Tarjetas VITEK.

El Dispensador del diluyente graduable se utiliza para suministrar la solucion
salina estéril con que se diluyen las muestras.

El Colorimetro de VITEK es un fotdmetro de un solo haz con un filtro de 450nm
y que se emplea como ayuda para la correcta inoculacion de las tarjetas VITEK de
Biomérieux. Las zonas de transmitancia del inoculo estan marcadas mediante bandas de
color en la escala. Estas bandas se han creado para indculos que proporcionan el mejor
funcionamiento de la Tarjeta. Para estandarizar los rangos del microorganismo se
utilizan los patrones del colorimetro.

Las Tarjetas VITEK estan disefiadas para ser utilizadas conjuntamente con el
Sistema VITEK, para la identificacion automatizada del microorganismo, al tiempo que
para la determinacion de la susceptibilidad “in vitro” a agentes antimicrobianos. Para
ello las tarjetas VITEK de susceptibilidad contienen en sus pocillos, antimicrobianos a
concentraciones equivalentes en eficacia a las utilizadas en métodos estandar, en
mcg/ml, combinado con el medio de cultivo microbioldgico. Las Tarjetas VITEK de
identificacion automatizada, contienen medios basados en las pruebas bioquimicas
convencionales adaptadas para su uso en el Sistema VITEK.

Los principios de las Tarjetas VITEK de susceptibilidad, adaptados a una
técnica automatizada estan basados en la técnica de microdilucion para concentracion
minima inhibitoria (CMI) publicada por MacLowry y Marsh(92) y Gerlach(93). La
tarjeta es basicamente una version miniaturizada y abreviada de la técnica de doble
dilucion para determinar la CMI por el método de microdilucion.(94)

La suspension del microorganismo se prepara en un tubo de plastico o de vidrio
y medimos %T. Se ajusta la suspension afiadiendo microorganismo o solucion salina

estéril al 0,45%-0,5%, hasta que se consiga una suspension dentro del rango
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establecido. Dicha suspension se inocula en la tarjeta mediante el Tubo de transferencia
y el Médulo de llenado. Por altimo se coloca la tarjeta en el Lector/ incubador.

Cuando se trata de una identificacion, antes de estandarizar el indculo, en
algunas muestras realizamos un examen microscopico o0 pruebas complementarias
(tincién gram, catalasa, coagulasa, citocromo oxidasa, etc.). En ocasiones fue necesaria
la aplicacion de pruebas adicionales para una identificacion final.

El Lector / incubador es donde se efectla el test; las tarjetas del test inoculadas
con la muestra se colocan en un entorno de temperatura controlada donde son leidas
continuamente con sensores fotométricos que detectan cambios en color y turbidez.. Los
tiempos de incubacién fueron distintos dependiendo de la velocidad de crecimiento del
microorganismo. Dichos sensores miden la atenuacion de la luz que pasa a través de los
pocillos. La informacién se envia al ordenador, donde el programa informéatico VITEK
determina si se ha producido crecimiento de acuerdo con la atenuacion de la luz
detectada por el sistema optico.

El crecimiento microbiano se manifiesta pues, como turbidez o cambio de color
en los pocillos. Si el crecimiento microbiano alcanza niveles iguales o mayores que el
umbral predeterminado, los valores de CMI para cada agente antimicrobiano en la
tarjeta se determina usando un método de regresion lineal, junto con la identificacion

del microorganismo.
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4. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD INHIBITORIA. METODO E-TEST.
Multiples estudios han puesto de manifiesto que para la mayoria de los
microorganismos de interés clinico los valores de CMI obtenidos con este método son
similares (en +/- 1 dilucion) a los que se obtiene con los métodos convencionales de
dilucion.(95,96,97,98,99,100,101,102,103,104,105).
AT e Esta prueba se basa en el mismo método de la
difusién con disco, pero en este caso se emplean tiras de
plastico no poroso de 5cm de largo y 5mm de ancho. La
tira contiene un gradiente de concentraciones de un
antimicrobiano; una de las superficies de la tira tiene
marcadas las distintas concentraciones del gradiente.
Cuando la tira entra en contacto con el medio de cultivo,
que previamente ha sido inoculado con la cepa en

estudio, absorbe agua de éste e inmediatamente el

antimicrobiano comienza a difundir. Tras 18 horas de

Figura n6: Metodo E-test | jncubacion a 35-37 ° C, la interseccion de la elipse de

crecimiento del microorganismo con la tira permite una determinacion directa de la
CML.
Este método permite obtener una informacion cuantitativa (CMI, no CMB).

.Material.

Caldo apropiado o solucion salina al 0.85% para la preparacion del inoculo.

- Algodon estéril, tijeras, pinzas y McFarland estandar.

- Placas de Petri.

- Medio de cultivo. Mueller-Hinton. El agar Mueller-Hinton se preparé a partir
de una base deshidratada y siguiendo las instrucciones del fabricante, Difco.
El medio, previa esterilizacion en autoclave durante unos 40 minutos, se dejo
enfriar hasta 45-50 ° C y se vertio en placas de Petri hasta una altura
aproximada de 4mm, dejandolas reposar sobre una superficie nivelada.
Cuando el agar se solidifico, se conservé en nevera hasta su uso.

- Escobillones.
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- Asas de siembra.
- Tiras de E-test (AB BIODISK, Solna, Sweden) de Moxifloxacino y
Levofloxacino.

- Cepas en estudio.

.Procedimiento.

El inoculo se prepar6 a partir de la placa de cultivo puro (placa de Agar
Sangre, en el que se recuperd la cepa congelada), donde se tomd con el asa
varias colonias del microorganismo en estudio. La muestra asi obtenida, se
transfirié a un tubo con solucion salina al 0.85%. Se ajustd la densidad de la
suspension del microorganismo a la del patron (0.5 en la escala de McFarland
para aerobios y 1 en la escala de McFarland para anaerobios), agregando mas
bacterias 0 mas solucion salina estéril.

Para sembrar las placas, se introdujo un escobillon estéril en el inoculo y
se elimind el sobrante apretando el algodon contra la pared del tubo, mediante
un movimiento rotatorio, por encima del nivel del liquido. Se paso el escobillon
por toda la superficie del medio, recorriendo finalmente todo el borde de la
superficie del agar. Se taparon las placas, y se dejaron secar unos minutos a la
temperatura ambiente.

En cada placa se colocaron las tiras E-test de los dos antibi6ticos con
unas pinzas estériles.

Las placas se incubaron en la estufa de aerobiosis a 35-37°C.

Se midio la interseccion de la elipse de crecimiento del microorganismo
con la tira, obteniéndose asi una determinacion directa de la CMI, a las 18 horas,
(18+24) horas y (18+48) horas de incubacion.
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5. VALORACION ESTADISTICA.

La valoracion estadistica se efectué mediante SPSS y Statgraphics Plus, y el tipo
de estudio estadistico aplicado fue el Cluster Analisis o Analisis en
Conglomerados.(106, 107, 108)

La gran ventaja del Cluster Analisis es su gran capacidad discriminativa, lo que
le convierte en el estudio estadistico de eleccion para estudios rapidos en los que
intervengan muchas variables cuantitativas (108).

Definimos Cluster Analisis como una Técnica Estadistica que agrupa un
conjunto de Objetos Similares, de acuerdo con una sistematica logica de disefio.
Podriamos afirmar que el Cluster Andlisis es un estudio pormenorizado de tendencias,
lo que le otorga un importante valor predictivo (108).

Los clusters son grupos de observaciones con similares caracteristicas. Para
formar los clusters, el procedimiento que se sigue es la busqueda de observaciones en
grupos separados, observaciones con similares caracteristicas, para después agruparlos
en un nuevo grupo. Este proceso se repite hasta que sélo queda un solo grupo.

Para poder aplicar un Cluster Andlisis, han de cumplirse dos condiciones (108):

- Que los individuos del mismo grupo sean “similares”.

- Que los individuos de grupos diferentes sean “no similares”.

El Cluster Andlisis comienza con la creacion de una matriz de datos, donde en
nuestro caso la evolucion de moxifloxacino o evolucion de levofloxacino, se disponen
en las filas y las observaciones, los microorganismos, en las columnas.

El fundamento es medir una distancia como medida de similitud.

El concepto de Distancia no es fisico, sino ideal: todo aquello que une o separa a
los elementos de una muestra en mayor o menor grado. Por ejemplo: tiempo, peso,
color, longitud, etc. , y en nuestro caso C.M.I. (Concentracion Minima Inhibitoria).

Hay dos tipos de métodos (108):

- Jerarquicos.

- No jerarquicos.

Nosotros hemos empleado el Cluster Analisis para variables cuantitativas si bien

puede ser usado también para variables cualitativas.
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Nos basamos en el algebra euclidiana, que no es sino una métrica relativa
multipolar.

Medimos distancias entre objetos o clusters en espacios definidos,
bidimensionales o tridimensionales, aunque pueden ser multidimensionales proyectados

sobre espacios reales, utilizando vectores definitorios.

n
d(01,02)= [Z (xi—-yi)*]"  (108)
i=1

01 y 02 son los vectores atribuidos de x = (X)) ey =(V;).

Clasificacion de Cluster Analisis (108):
1. Meétodos Jerarquicos.
1.1. Algoritmos Jerarquicos Aglomerativos.
1.1.1. Algoritmos de Contractura Espacial:
Método de Ligadura Simple.
1.1.2. Algoritmos de Dilatacion Espacial.
Método de la Ligadura Completa.
1.1.3. Algoritmos de Conservacion Espacial.
Método de la Ligadura Media.
Método de la Ligadura Media Ponderada.
Método del Centroide.
Método de la Mediana.
Método de Ward.
1.2. Algoritmos Jerérquicos divisorios.

2. Meétodos Particionales.
2.1. Algoritmo convergente de k medias ( Hartigan).
2.2. Otros algoritmos.
2.2.1. Andlisis de la densidad y moda (Wishart).
2.2.2. Algoritmo lider.
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Algoritmos Jerarquicos Aglomerativos. Método General.

1. Empezamos con n clusters de 1 objeto.

2. Computamos la distancia matricial D entre clusters u objetos.

3. Unimos en un solo cluster los 2 clusters u objetos con distancias mas
pequefias entre si.

4. Computamos una nueva distancia matriz entre los clusters que acabamos de
definir.

5. Repetimos los pasos 3y 4 hasta llegar a un solo cluster.

Supongamos un cluster k formado por la unién de los clusters p y g, de manera
que:

ck=cpucq

La distancia de ck a un nuevo cluster ci vendra dada por la expresion:

dki = ap.dpi + ag.dqgi + B.dpq +y. (dpi —dqi )

para que i # p,q siendo dpi y dqi las distancias entre ci y cp 0 cq, respectivamente.
ap, ag, By y son constantes que dependen del tamafio de los conglomerados cp y cqg.

Nos centraremos en los metodos jerarquicos y dentro de los jerarquicos en los
aglomerativos, que son los que utilizaremos.

Para nuestro estudio el método de cluster empleado fue el del “ Vecino mas
proximo” ( Método de la ligadura simple o “Simple Linkage”). Distancia métrica:
cuadrado euclideo. El tipo de grafico elegido para ilustrar el estudio fue el dendrograma.

Un dendrograma es algo asi como un “mapa de la ruta discriminante” de un
algoritmo de cluster.

Las distancias reveladas por un dendrograma son euclidianas. Dichas distancias
muestran lo que une o separa a los objetos de nuestro estudio y nunca es una distancia

geométrica en el sentido que generalmente todos entenderiamos.
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Para un mejor entendimiento de lo que hasta ahora venimos explicando y de
como ha sido aplicado a nuestro estudio, a continuacion se expone un ejemplo tedrico

de dendrograma:

d | ‘ ‘ | 1 il s&er | | | |

i

S 2 clusters

t

a

n 3 clusters

C 4 clusters

i 5 clusters

a 12 objetos

Dendrograma producido por un Método Jerarquico.

Partimos de 12 objetos de los que obtenemos primero 5 clusters, luego 4, 3, 2,y
finalmente 1, con lo que la discriminacion queda resuelta a través de una ruta
representada graficamente por el dendrograma. Los objetos tendran en comun desde el

todo hasta nada dependiendo del grado de discriminacién requerido.

61




I11.- MATERIAL Y METODO.

6. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO.

Consultando la base de datos de Servicio de Microbiologia Clinica del Hospital
Militar Central “Gomez Ulla” de los Gltimos cuatro afios (1997, 1998, 1999, 2000), se
pretendié conocer cual era la situacion de nuestro hospital en lo que a sensibilidades y
resistencias se refiere.

Para ello se seleccionaron aquellos microorganismos, que sistematicamente se
habian aislado en el transcurso de esos cuatro afios, excluyéndose por tanto, aquéllos
gue no se habian aislado en todos los afios. A continuacion se vio cudl era el Porcentaje
de Sensibilidad Total de cada uno de ellos, y en los distintos afios, frente a cinco agentes
antimicrobianos. Dichos agentes antimicrobianos fueron: Amoxicilina / Acido
Clavulénico, Cefotaxima, Ciprofloxacino, Gentamicina y Trimetoprim/ Sulfametoxazol.

El criterio de seleccién de dichos agentes antimicrobianos fue el de recoger
familias de agentes antimicrobianos de uso terapéutico comun y de ellas un agente
antimicrobiano representativo, con especial interés en la familia de las Quinolonas y en
este caso en el Ciprofloxacino.

Dicha informacion se recoge en la tabla n>81 expuesta en los resultados.
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Los resultados obtenidos los dividiremos fundamentalmente, en los siguientes
apartados:
1. Sensibilidades obtenidas segun el Sistema Automatizado VITEKR,
2. Lectura manual de la Concentracion Minima Inhibitoria (C.M.L.) a
Moxifloxacino y Levofloxacino por el Método E-test.
3. Valoracion estadistica.
4. Estudio Epidemioldgico.
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1. SENSIBILIDADES OBTENIDAS SEGUN EL SISTEMA AUTOMATIZADO
VITEKR.

La sensibilidad de los microorganismos frente a los antibi6ticos probados y que
se determind segln los parametros utilizados por el Sistema Automatizado VITEK® y
de acuerdo con la normativa establecida por la NCCLS (National Comitée for Clinical

Laboratory Standards) (109), se detalla en las tablas que a continuacion se exponen.

Tabla n? 14: Citrobacter braakii. Sensibilidades segin Sistema Automatizado VITEK?

Citrobacter braakii

Antibioticos Cepa 13
Amoxicilina/ac. clavulanico >32 R
Ampicilina >32 R
Aztreonam <8 S
Cefazolina <8S
Cefotaxima <4S
Ceftazidima <8S
Cefuroxima-axetilo <4S
Cefuroxima-sodio <4S

Cefalotina 161
Ciprofloxacino <0,5S
Fosfomicina <16 S
Gentamicina <0,5S
Nitrofurantoina <32S
Norfloxacino <4S
Ac.pipemidico <4S
Piperacilina <8S
Tobramicina <05S
Trimetoprim/sulfametoxazol <10 S
R = Resistente I = Intermedio S = Sensible
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Tabla n? 15: Citrobacter koseri. Sensibilidades segun Sistema Automatizado VITEK"®

Citrobacter koseri
Antibioticos Cepa 100
Amoxicilina/ac. clavulanico <8S
Ampicilina >32 R
Aztreonam <8S
Cefazolina <8S
Cefotaxima <4S
Ceftazidima <8S
Cefuroxima-axetilo <4S
Cefuroxima-sodio <4S
Cefalotina <2S
Ciprofloxacino <0,5S
Fosfomicina <16 S
Gentamicina <0,5S
Nitrofurantoina <32S
Norfloxacino <4S
Ac.pipemidico <4S
Piperacilina <8S
Tobramicina <0,5S
Trimetoprim/sulfametoxazol <10S
R = Resistente I = Intermedio S = Sensible
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Tabla n? 16: Enterobacter cloacae. Sensibilidades segun Sistema Automatizado
VITEKF

Enterobacter cloacae
Antibiotico Cepa 43 | Cepa 72
Amikacina <2S
Amoxicilina/ac. clavulanico >32 R
Ampicilina/sulbactam >32 R
Ampicilina >32 R
Aztreonam <8S >32 R
Cefazolina >32R
Cefepima <4S
Cefotaxima <4 S 321
Ceftazidima <8S 161
Cefuroxima-axetilo >32 R
Cefuroxima-sodio >32 R
Cefalotina 161
Ciprofloxacino <0,5S <0,5S
Fosfomicina <16 S 321
Gentamicina <0,5S <0,5S
Imipenem <4S
Meropenem <28
Nitrofurantoina >32 R
Norfloxacino <4S
Acido pipemidico <4
Piperacilina >32 R 64 1
Piperacilina/tazobactam 16 S
Ticarcilina <16 S
Tobramicina <05S <0,5S
Trimetoprim/sulfametoxazol | <10 S <10S
R = Resistente I = Intermedio S = Sensible

66




IV.- RESULTADOS.

Tabla n? 17: Enterococcus faecium. Sensibilidades segun Sistema Automatizado

VITEKR
Enterococcus faecium
Antibidticos Cepa 86
Ampicilina >16 R
Fosfomicina <16 S
Gentamicina 500 SYN-S
Imipenem <1S
Penicilina-G >16 R
Estreptomicina 2000 SYN-R
Teicoplanina <4S
Vancomicina <0,5S

R = Resistente | = Intermedio S = Sensible

SYN-R: Resistente, no sinergismo con penicilina.
SYN-S: Sensible, posible sinergismo con penicilina.
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Tabla n? 18: Klebsiella pneumoniae. Sensibilidades segun Sistema Automatizado
VITEKF

Klebsiella pneumoniae

Antibioticos Cepa 33 | Cepa 98
Amoxicilina/ac. clavulanico <8S <8S

Ampicilina >32 R <0,25 S
Aztreonam <8S <8S
Cefazolina <8S <8S
Cefotaxima <4S <4S
Ceftazidima <8S <8S
Cefuroxima-axetilo <4S <4S
Cefuroxima-sodio <4S <4S
Cefalotina <2S <2S
Ciprofloxacino <0,5S <0,5S
Fosfomicina <16 S <16 S
Gentamicina <0,5S <0,5S
Nitrofurantoina <32S 64 |
Norfloxacino <4 S <4S
Acido pipemidico <4 <45
Piperacilina <8S <8S
Tobramicina <05S <0,5S
Trimetoprim/sulfametoxazol| <10S <10S

R = Resistente I = Intermedio S = Sensible

Cepa 19, sensibilidad conocida, no se efectud antibiograma.
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Tabla n® 19: Proteus mirabilis. Sensibilidades segun Sistema Automatizado VITEK"®

Proteus mirabilis
Antibidticos Cepa 52 | Cepa 54 | Cepa 93
Amoxicilina/ac. clavulanico | <8S <8S <8S
Ampicilina <0,25S|<0,25S| >32R
Aztreonam <8S <8S <8 S
Cefazolina <8S <8S <81
Cefotaxima <4S <4S <4 S
Ceftazidima <8S <8S <8 S
Cefuroxima-axetilo <4S <4S <4S
Cefuroxima-sodio <4S <4S <4S
Cefalotina <2S 4S 81
Ciprofloxacino >4 R >4 R >4 R
Fosfomicina <16S | <16S | <16S
Gentamicina <0,5S | <05S | <05S
Nitrofurantoina >128R | 2128 R | 641
Norfloxacino >16R | 216 R | >16 R
Ac. pipemidico >32R | 232R | >32R
Piperacilina <8S <8S 321
Tobramicina <05S | <0,5S 18
Trimetoprim/sulfametoxazol | >320 R | >320 R | >320 R

R = Resistente I = Intermedio S = Sensible
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Tabla n? 20: Providencia rettgeri. Sensibilidades segin Sistema Automatizado

VITEKF
Providencia rettgeri

Antibidticos Cepa 46
Amikacina <2S
Ampicilina/sulbactam 16 |
Aztreonam <8S
Cefepima <4S
Cefotaxima <4S
Ceftazidima <8S

Ciprofloxacino <0,5S
Fosfomicina <16 S

Gentamicina <0,5S
Imipenem <4S
Meropenem <2S
Piperacilina <8S
Piperacilina/tazobactam <8S

Ticarcilina <16 S
Tobramicina 1S

Trimetoprim/sulfametoxazol <10S

R = Resistente | = Intermedio S = Sensible
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Tabla n? 21: Pseudomonas aeruginosa. Sensibilidades segun Sistema Automatizado

VITEKR
Pseudomonas aeruginosa
Antibidtico Cepa 21 [ Cepa 25 | Cepa 78 | Cepa 88 | Cepa 89 | Cepa 95
Amikacina <2S 4S 4S
Amoxicilina/ac. clavulanico >32R >32 R
Ampicilina/sulbactam >32R | 232R | 232R
Ampicilina R >32 R >32 R
Aztreonam <8S <8S <8 S <8 S <8 S
Cefazolina >32 R >32R
Cefepima <4S <4S <4S
Cefotaxima R 321 321 321 321 321
Ceftazidima S <8S <8S <8S <8S <8S
Cefuroxima-axetilo >32 R >32R
Cefuroxima-sodio >32 R >32 R
Cefalotina R >32 R >32R
Ciprofloxacino S <05S | <05S | <05S | <05S | <05S
Fosfomicina >64R | >64R | <16S | <16S 321
Gentamicina S 4S 1S 2S 4S 4S
Imipenem S <4S <4 S <4 S
Meropenem 4S <2S <2S
Nitrofurantoina >128 R >128 R
Norfloxacino <4S <4S
Acido pipemidico 16 R >32 R
Piperacilina <8S <8S <8S <8S <8S
Piperacilina/tazobactam <8S 16 S 32S
Ticarcilina <16 S 64 S 32S
Tobramicina 1S <0,5S 2S <0,5S | <05S
Trimetoprim/sulbactam >320R | >320R | >320 R | 2320 R | >320 R
R = Resistente I = Intermedio S = Sensible

Cepa 20 y Cepa 22 de sensibilidad conocida, no se efectud antibiograma.
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Tabla n? 22: Serratia marcescens. Sensibilidades segln Sistema Automatizado

VITEKR
Serratia marcescens

Antibioticos Cepa 83 | Cepa 90
Amoxicilina/ac. clavulanico | >32 R >32 R
Ampicilina >32 R >32 R
Aztreonam <8l <8S
Cefazolina >32R >32R
Cefotaxima >64 R <4S
Ceftazidima <8l <8S
Cefuroxima-axetilo >32 R >32 R
Cefuroxima-sodio >32R >32R
Cefalotina >32 R >32 R
Ciprofloxacino <0,5S <0,5S

Fosfomicina >64 R 321

Gentamicina 2S <0,5S
Nitrofurantoina >128R | =128 R
Norfloxacino <4S <4S

Ac. pipemidico 8S >32 R
Piperacilina >256 R <8S
Tobramicina 2S <0,5S
Trimetoprim/sulfametoxazol | <18 S 80 R

R = Resistente I = Intermedio S = Sensible
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Tabla n? 23: Staphylococcus auricularis. Sensibilidades segun Sistema Automatizado
VITEKF

Staphylococcus auricularis
Antibioticos Cepa 26 | Cepa 70 | Cepa 73
Amikacina <16 | 321 <161
Amoxicilina/Ac. clavulanico | >8R >8 R >8 R
Beta lactamasa + + +
Ciprofloxacino >4 R >4 R >4 R
Clindamicina >8 R >8 R >8 R
Eritromicina >8 R >8R >8R
Fosfomicina >64R | <16S | 264 R
Gentamicina >16 R <2S >16 R
Nitrofurantoina <32S | <32S | <32S
Oxacilina-MIC >8 R >8R >8R
Penicilina-G >16R | 216 R | 216 R
Pristinamicina <2S <2S <2S
Rifampicina <1S <1S <1S
Teicoplanina <4S 88 <4S
Tetraciclina >16 R <1S <1S
Trimetoprim/sulfametoxazol | <10 S 80R <10S
Vancomicina 1S 2S 1S
R = Resistente | = Intermedio S = Sensible
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Tabla n? 24: Staphylococcus capitis. Sensibilidades segun Sistema Automatizado
VITEKF

Staphylococcus capitis
Antibioticos Cepa 60
Amikacina <16 S
Amoxicilina/ac.clavulanico <2S
Beta lactamasa aF
Ciprofloxacino <0,5S
Clindamicina <0,5S
Eritromicina <0,5S
Fosfomicina 264 R
Gentamicina <2S
Nitrofurantoina <32S
Oxacilina MIC <2S
Penicilina G 216 R
Pristinamicina <2S
Rifampicina <1S
Teicoplanina <4S
Tetraciclina <1S
Trimetoprim/sulfametoxazol <10S
Vancomicina <0,5S
R = Resistente I = Intermedio S = Sensible
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IV.- RESULTADOS.

Tabla n? 25: Staphylococcus epidermidis. Sensibilidades segun Sistema Automatizado

VITEKF
Staphylococcus epidermidis
Antibioticos Cepa 5| Cepa 6 | Cepa 17| Cepa 56 | Cepa 71 | Cepa 97
Amikacina <16S | <161 | <16S <16 | <16 | <16 |
Amoxicilina/ac. clavuldnico | >8R [ >8R | >8R >8 R >8 R >8 R
Beta lactamasa + + = + + +
Ciprofloxacino <05S|<05S| =4R >4 R <05S | >4R
Clindamicina >8R [<0,5S| >0,8R | >8R >8R |<0,5S
Eritromicina >8R [<05S | >08R | >8R >8R |<0,5S
Fosfomicina <16S | <16S | <16S | <16S | <16S | 264R
Gentamicina <2S [>216R| <2S >16 R | 216 R | 216R
Nitrofurantoina <32S | <32S | <32S | <32S | <32S | <32S
Oxacilina MIC >8R | 28R 4R >8 R >8 R 4R
Penicilina G >16 R | 216 R | 216 R | 216 R | 216 R | 216 R
Pristinamicina 2SS | L2S <2S <2S <28 <28
Rifampicina <1S | <1S <1S <1S <1S <1S
Teicoplanina <4S | <4S <4S <4S <4S <4S
Tetraciclina 2S 2S <1S 2S >16 R 2S
Trimetoprim/sulfametoxazol | 80R | <10S | <10S 40S <10S | <10S
Vancomicina 1S 1S 1S 1S 1S 1S
R = Resistente I = Intermedio S = Sensible

Cepa 8, Cepa 10, Cepa 28, de sensibilidad conocida, no se realizd
antibiograma.
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IV.- RESULTADOS.

Tabla n? 26: Staphylococcus simulans. Sensibilidades segln Sistema Automatizado

VITEKR
Staphylococcus simulans
Antibidticos Cepa 1l
Amikacina <16 S
Amoxicilina/ac. clavulanico >8 R
Beta lactamasa +
Ciprofloxacino >4 R
Clindamicina >8 R
Eritromicina >8 R
Fosfomicina >64 R
Gentamicina <2S
Nitrofurantoina <32S
Oxacilina-MIC >8R
Penicilina-G >16 R
Pristinamicina <2S
Rifampicina <1S
Teicoplanina <4S
Tetraciclina <1S
Trimetoprim/sulfametoxazol 160 R
Vancomicina <0,5S
| = Intermedio S = Sensible

R = Resistente
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IV.- RESULTADOS.

Tabla n® 27: Staphylococcus warneri. Sensibilidades segun Sistema Automatizado

R = Resistente

VITEKR
Staphylococcus warneri
Antibioticos Cepa 96
Amikacina <16 S
Amoxicilina/ac. clavulanico <2S
Beta lactamasa +
Ciprofloxacino <0,5S
Clindamicina <0,5S
Eritromicina <0,5S
Fosfomicina <16 S
Gentamicina <2S
Nitrofurantoina <32S
Oxacilina-MIC <2S
Penicilina-G >16 R
Pristinamicina <2S
Rifampicina <1S
Teicoplanina <4S
Tetraciclina <1S
Trimetoprim/sulfametoxazol <10S
Vancomicina <0,5S
| = Intermedio

7

S =Sensible




IV.- RESULTADOS.

VITEKF

Streptococcus sanguis

R = Resistente

Antibidticos Cepa 87
Ampicilina <0,12 S
Cefotaxima <4S
Cefuroxima- <4S
axetilo
Cefuroxima-sodio <4S
Cefalotina <2S
Clindamicina <0,5S
Eritromicina 41
Fosfomicina >64 R
Imipenem <1S
Ofloxacino 41
Penicilina-G <0,03S
Teicoplanina <4S
Vancomicina <0,5S
I = Intermedio
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Tabla n? 28: Streptococcus sanguis. Sensibilidades segun Sistema Automatizado

S = Sensible




IV.- RESULTADOS.

Tabla n? 29: Streptococcus viridans. Sensibilidades segun Sistema Automatizado

VITEKR
Streptococcus viridans
Antibiotico Cepa 18 | Cepa 57 | Cepa 61
Amikacina <16S | <16S | <161
Amoxicilina/ac. clavulanico | <2 S <2S >8R
Beta lactamasa = + +

Ciprofloxacino <05S | >4R >4 R
Clindamicina <0,5S | <05S | >8R
Eritromicina <0,5S >8R >8R
Fosfomicina <16S | <16S | <16S
Gentamicina <2S <2S >16 R
Nitrofurantoina <32S | <32S | <32S
Oxacilina-MIC <2S <2S >8R
Penicilina-G <0,03S| >16R | =216 R
Pristinamicina <2S <2S <2S
Rifampicina <1S <1S <1S
Teicoplanina <4S <4S <4S

Tetraciclina 2S >16 R 2§
Trimetoprim/sulfametoxazol | <10S | <10S | 160R

Vancomicina 1S 1S 1S

R = Resistente | = Intermedio S = Sensible

Cepa 31, Cepa 58, Cepa 62, Cepa 91, sensibles a penicilina, no se efectu
antibiograma.

Cepa 51: S. pneumoniae

Cepa 63: Streptococcus pyogenes

Cepa 76 y Cepa 85: Bacteroides fragilis
Cepa 7: Staphylococcus xilosus.

Todas ellas sensibles a Penicilina, no se efectud antibiograma.
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IV.- RESULTADOS.

2. LECTURA MANUAL DE CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA
(C.M.1.) A MOXIFLOXACINO Y LEVOFLOXACINO POR EL METODO E-
TEST.

Como ya exponia anteriormente la lectura manual de la Concentracion Minima
Inhibitoria (C.M.1.) por el Método de E-test proporciona unos valores similares ( en +/-
1 dilucién) a los que se obtiene con los métodos convencionales de dilucion. Ademas
esta prueba permite una determinacion cuantitativa directa de la Concentracion Minima
Inhibitoria. Insistiremos aqui que dicha informacion cuantitativa es de Concentracion
Minima Inhibitoria, no de Concentracion Minima Bactericida o C.M.B.

Es aplicable tanto en microorganismos aerobios gram-negativos como gram-
positivos, como especies exigentes (Neisseria spp, Haemophilus spp) y en bacterias
anaerobias estrictas.

Por otro lado por este método obtenemos resultados en unas 18h, lo cual puede
ser interesante, ventajoso y muchas veces necesario para el clinico.

A todo esto afiadiremos que quizas la unica desventaja que apreciamos en el
método es su coste elevado en comparacion con los método convencionales, incluidos
los automatizados. Este Gltimo hecho es importante cuando se trata de instituciones
sanitarias con una cierta presion asistencial y donde existe unos presupuestos y por tanto

un control del gasto sanitario.

A continuacidn se presentan las Concentraciones Minimas Inhibitorias obtenidas
por este método de la exposicion de nuestras cepas a dos quinolonas de tercera
generacion y de reciente comercializacion, nos referimos una vez mas a Moxifloxacino
y Levofloxacino. Dichos datos se muestran en las tablas y se ilustran en los graficos que

a continuacion pasamos a exponer.
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IV.- RESULTADOS.

Figura n? 7: Bacteroides fragilis. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evoluciéon de Moxifloxacino
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Tabla n® 33: Bacteroides fragilis .Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Bacteroides fragilis | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 76 0,016 0,016 0,016
Cepa 85 0,016 0,016 0,016
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®8: Bacteroides fragilis. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%34: Bacteroides fragilis .Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Bacteroides fragilis | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h

C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 76 0,023 0,023 0,023
Cepa 85 0,023 0,023 0,023
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IV.- RESULTADOS.

Figura n%9: Citrobacter braakii. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n235: Citrobacter braakii. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Citrobacter braakii

Cepa 13

Moxifloxacino 18h
C.M.1.(ng/ml)
0,023

Moxifloxacino (18+24)h
C.M.1.(ng/ml)
0,023

Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml)
0,023
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IV.- RESULTADOS.

Figura n?10: Citrobacter braakii. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n236: Citrobacter braakii. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucidn de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Citrobacter braakii

Cepa 13

Levofloxacino 18h
C.M.1.(ug/ml)
0,032

Levofloxacino (18+24)h
C.M.1.(ug/ml)
0,032

Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml)
0,032
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IV.- RESULTADOS.

Figura n°11: Citrobacter koseri. E-test. Evolucién de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n237: Citrobacter koseri. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
para la Evolucién de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Citrobacter koseri | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 100 0,032 0,032 0,032
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IV.- RESULTADOS.

Figura n?12: Citrobacter koseri. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n®38: Citrobacter koseri. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
para la Evolucidn de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Citrobacter koseri

Cepa 100

Levofloxacino 18h
C.M.1.(ug/ml)
0,032

Levofloxacino (18+24)h
C.M.1.(ug/ml)
0,032

Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml)
0,032
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®13: Escherichia coli. E-test. Evolucién de Moxifloxacino.

E-test: Evolucién de Moxifloxacino
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Tabla n239: Escherichia coli. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
para la Evolucién de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Escherichia coli | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)

Cepa 3 0,75 0,75 0,75
Cepa 4 0,047 0,047 0,047
Cepa 23 0,016 0,016 0,016
Cepa 24 0,016 0,016 0,016
Cepa 34 0,008 0,008 0,008
Cepa 38 0,19 0,19 0,19
Cepa 41 0,25 0,25 0,25
Cepa 45 12 12 12
Cepa 47 0,012 0,012 0,012
Cepa 49 0,023 0,023 0,023
Cepa 50 6 6 6
Cepa 53 15 15 15
Cepa 55 0,012 0,012 0,012
Cepa 59 0,023 0,023 0,023
Cepa 65 0,008 0,008 0,008
Cepa 68 0,032 0,032 0,032
Cepa 74 0,016 0,016 0,016
Cepa 77 0,016 0,016 0,016
Cepa 79 0,023 0,023 0,023
Cepa 82 0,032 0,032 0,032
Cepa 91 0,047 0,047 0,047
Cepa 94 16 16 16
Cepa 99 0,016 0,016 0,016
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®14: Escherichia coli. E-test. Evolucién de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%40: Escherichia coli. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO
Escherichia coli | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1L.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)

Cepa 3 0,5 0,5 0,5
Cepa 4 0,047 0,047 0,047
Cepa 23 0,023 0,023 0,023
Cepa 24 0,023 0,023 0,023
Cepa 34 0,012 0,012 0,012
Cepa 38 0,38 0,38 0,38
Cepa 41 0,38 0,38 0,38
Cepa 45 4 4 4
Cepa 47 0,023 0,023 0,023
Cepa 49 0,032 0,032 0,032
Cepa 50 8 8 8
Cepa 53 15 1,5 1,5
Cepa 55 0,016 0,016 0,016
Cepa 59 0,047 0,047 0,047
Cepa 65 0,023 0,023 0,023
Cepa 68 0,064 0,064 0,064
Cepa 74 0,032 0,032 0,032
Cepa 77 0,12 0,12 0,12
Cepa 79 0,032 0,032 0,032
Cepa 82 0,047 0,047 0,047
Cepa 91 0,064 0,064 0,064
Cepa 94 12 12 12
Cepa 99 0,023 0,023 0,023

93




IV.- RESULTADOS.

Figura n?15: Enterobacter cloacae. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n*41: Enterobacter cloacae. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Enterobacter cloacae | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 43 0,032 0,032 0,032
Cepa 72 0,004 0,004 0,004
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IV.- RESULTADOS.

Figura n216: Enterobacter cloacae. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%42: Enterobacter cloacae. Valores de la Concentraciéon Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO

Enterobacter cloacae | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 43 0,032 0,032 0,032
Cepa 72 0,008 0,008 0,008
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IV.- RESULTADOS.

Figura n°17: Enterococcus faecalis. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucién de Moxifloxacino
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Tabla n*43: Enterococcus faecalis. VValores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Enterococcus faecalis | Moxifloxacino 18h [ Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 2 0,38 0,38 0,38
Cepa 9 0,75 0,75 0,75
Cepa 15 0,19 0,19 0,19
Cepa 35 0,25 0,25 0,25
Cepa 36 >32 >32 >32
Cepa 37 0,19 0,19 0,19
Cepa 39 >32 >32 >32
Cepa 66 0,25 0,25 0,25
Cepa 75 0,19 0,19 0,19
Cepa 80 0,125 0,125 0,125
Cepa 81 0,125 0,125 0,125
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IV.- RESULTADOS.

Figura n?18: Enterococcus faecalis. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino.
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Tabla n%4: Enterococcus faecalis. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO
Enterococcus faecalis | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 2 2 2 2
Cepa 9 4 4 4
Cepa 15 0,75 0,75 0,75
Cepa 35 1 1 1
Cepa 36 >32 >32 >32
Cepa 37 1 1 1
Cepa 39 >32 >32 >32
Cepa 66 1,5 1,5 1,5
Cepa 75 1 1 1
Cepa 80 0,5 0,5 0,5
Cepa 81 0,5 0,5 0,5

97




IV.- RESULTADOS.

Figura n®19: Enterococcus faecium. E-test. Evolucién de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n%45: Enterococcus faecium. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Enterococcus faecium | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 86 >32 >32 >32

98




IV.- RESULTADOS.

Figura n®20: Enterococcus faecium. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%46: Enterococcus faecium. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucidn de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Enterococcus faecium | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 86 >32 >32 >32
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®21: Klebsiella pneumoniae. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n%47: Klebsiella pneumoniae. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Klebsiella pneumoniae

Moxifloxacino 18h

Moxifloxacino (18+24)h

C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 19 0,064 0,064 0,064
Cepa 33 0,047 0,047 0,047
Cepa 98 0,094 0,094 0,094

Moxifloxacino (18+48)h
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®22: Klebsiella pneumoniae. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%48: Klebsiella pneumoniae. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO

Klebsiella pneumoniae

Levofloxacino 18h

Levofloxacino (18+24)h

C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 19 0,064 0,064 0,064
Cepa 33 0,047 0,047 0,047
Cepa 98 0,047 0,047 0,047

Levofloxacino (18+48)h
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®23: Proteus mirabilis. E-test. Evolucién de Moxifloxacino.

E-test: Evoluciéon de Moxifloxacino
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Tabla n%49: Proteus mirabilis. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

Proteus mirabilis | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 52 6 6 6
Cepa 54 6 6 6
Cepa 93 4 4 4
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IV.- RESULTADOS.

Figura n%24: Proteus mirabilis. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucién de Levofloxacino
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Cepa 52

Cepa 54

Proteus mirabilis

Cepa 93

Tabla n%50: Proteus mirabilis. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO

Proteus mirabilis

Cepa 52
Cepa 54
Cepa 93

Levofloxacino 18h
C.M.1.(ug/ml)
2

2
15

Levofloxacino (18+24)h

C.M.1.(ug/ml)
2

2
15

Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml)
2

2
15
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®25: Providencia rettgeri. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n®%1: Providencia rettgeri. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Cepa 46

Providencia rettgeri | Moxifloxacino 18h

C.M.1.(ng/ml)
0,094

Moxifloxacino (18+24)h
C.M.1.(ug/ml)
0,094

Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml)
0,094
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®26: Providencia rettgeri. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n®%2:Providencia rettgeri. Valores de la Concentracién Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO

Providencia rettgeri | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 46 0,047 0,047 0,047
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®27: Pseudomonas aeruginosa. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n%3: Pseudomonas aeruginosa. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Pseudomonas aeruginosa | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)

Cepa 20 0,38 0,38 0,38
Cepa 21 0,38 0,38 0,38
Cepa 22 0,5 0,5 0,5
Cepa 25 0,38 0,38 1

Cepa 78 0,38 0,38 0,38
Cepa 88 1 1 1

Cepa 89 0,75 0,75 0,75
Cepa 95 0,38 0,38 0,38

1
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®28: Pseudomonas aeruginosa. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%4: Pseudomonas aeruginosa. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO
Pseudomonas aeruginosa | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)

Cepa 20 0,25 0,25 0,25
Cepa 21 0,25 0,25 0,25
Cepa 22 0,25 0,25 0,25
Cepa 25 0,19 0,25 0,38
Cepa 78 0,38 0,38 0,38
Cepa 88 1 1 1

Cepa 89 0,5 0,5 0,5
Cepa 95 0,25 0,25 0,25
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®29: Serratia marcescens. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino

0,8

0,7

0,6

0,5+

0,4+

0,3

0,2

0,1+

Cepa 83

Cepa 90

Serratia marcescens

@ Moxifloxacino 18h
[OMoxifloxacino(18+24h)
[OMoxifloxacino(18+48h)

Tabla n%55: Serratia marcescens. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Serratia marcescens

Moxifloxacino 18h

Moxifloxacino (18+24)h

C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 83 0,125 0,125 0,125
Cepa 90 0,75 0,75 0,75

Moxifloxacino (18+48)h
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IV.- RESULTADOS.

Figura n230: Serratia marcescens. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%56: Serratia marcescens. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucidn de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO

Serratia marcescens

Levofloxacino 18h

Levofloxacino (18+24)h

C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 83 0,19 0,19 0,19
Cepa 90 0,75 0,75 0,75

Levofloxacino (18+48)h
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®31: Staphylococcus aureus. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.
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Tabla n®%57: Staphylococcus aureus. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria

(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Staphylococcus aureus Moxifloxacino 18h Moxifloxacino(18+24)h | Moxifloxacino(18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1L.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)

Cepa 11 0,023 0,023 0,023
Cepa 12 0,5 0,5 0,5
Cepa 14 0,016 0,016 0,016
Cepa 16 0,008 0,008 0,008
Cepa 29 0,75 0,75 0,75
Cepa 30 0,75 0,75 0,75
Cepa 32 0,5 4 4

Cepa 40 0,75 0,75 0,75
Cepa 42 0,023 0,023 0,023
Cepa 44 0,012 0,012 0,012
Cepa 48 0,032 0,032 0,032
Cepa 64 0,5 0,5 0,5
Cepa 67 0,012 0,012 0,012
Cepa 69 0,032 0,032 0,032
Cepa 84 0,016 0,016 0,016
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IV.- RESULTADOS.

Figura n232: Staphylococcus aureus. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n®%8: Staphylococcus aureus. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO
Staphylococcus aureus Levofloxacino 18h Levofloxacino(18+24)h | Levofloxacino(18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)

Cepa 11 0,094 0,094 0,094
Cepa 12 3 3 3

Cepa 14 0,064 0,064 0,064
Cepa 16 0,064 0,064 0,064
Cepa 29 3 4 >32
Cepa 30 3 3 3

Cepa 32 0,38 15 15
Cepa 40 3 3 3

Cepa 42 0,094 0,094 0,094
Cepa 44 0,064 0,064 0,064
Cepa 48 0,125 0,125 0,125
Cepa 64 2 2 2

Cepa 67 0,094 0,094 0,094
Cepa 69 0,125 0,125 0,125
Cepa 84 0,094 0,094 0,094
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IV.- RESULTADOS.

Figura n233: Staphylococcus auricularis. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucién de Moxifloxacino
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Tabla n%59: Staphylococcus auricularis. Valores de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Staphylococcus auricularis | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 26 0,5 0,5 0,5
Cepa 27 0,064 0,064 0,064
Cepa 70 0,5 0,5 0,5
Cepa 73 1,5 1,5 15
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®34: Staphylococcus auricularis. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evoluciéon de Levofloxacino

12+

10+

6+ W Levofloxacino 18h
@ Levofloxacino(18+24h)
[JLevofloxacino(18+48h)

0 =7
I

Cepa 26 Cepa 27 Cepa 70 Cepa 73
Staphylococcus auricularis

Tabla n%0: Staphylococcus auricularis. Valores de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO
Staphylococcus auricularis | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 26 4 4 4
Cepa 27 0,094 0,094 0,094
Cepa 70 3 3 3
Cepa 73 12 12 12
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IV.- RESULTADOS.

Figura n235: Staphylococcus capitis. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n%1: Staphylococcus capitis. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Staphylococcus capitis

Cepa 60

Moxifloxacino 18h
C.M.1.(ug/ml)
0,064

Moxifloxacino (18+24)h
C.M.1.(ng/ml)
0,064

Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml)
0,064
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IV.- RESULTADOS.

Figura n®36: Staphylococcus capitis. E-test. Evolucién de Levofloxacino.
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Tabla n%62: Staphylococcus capitis. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Staphylococcus capitis | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 60 0,125 0,125 0,125
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IV.- RESULTADOS.

Figura n?37: Staphylococcus epidermidis. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evoluciéon de Moxifloxacino

4 —
3,5+
3
2,5+
2 -
O Moxifloxacino 18h
[OMoxifloxacino(18+24h)
1,5+ [OMoxifloxacino(18+48h)
1+
0,5+
0 e e s i i ‘ D I‘ a ‘ i i‘ Eﬁ‘ RE—

I I
Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa Cepa
5 6 8 10 17 28 56 71 97

Staphylococcus epidermidis

Tabla n%3: Staphylococcus epidermidis. Valores de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Staphylococcus epidermidis | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C. M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 5 0,032 0,032 0,032
Cepa 6 0,032 0,032 0,032
Cepa 8 0,25 0,25 0,25
Cepa 10 0,75 0,75 0,75
Cepa 17 0,5 0,5 0,5
Cepa 28 0,064 0,064 0,064
Cepa 56 0,008 0,008 0,008
Cepa 71 0,047 0,047 0,047
Cepa 97 <0,002 <0,002 <0,002
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IV.- RESULTADOS.

Figura n238: Staphylococcus epidermidis. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n®%4: Staphylococcus epidermidis. Valores de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO

Staphylococcus epidermidis

Cepa 5
Cepa 6
Cepa 8
Cepa 10
Cepa 17
Cepa 28
Cepa 56
Cepa 71
Cepa 97

Levofloxacino 18h
C.M.1.(ng/ml)
0,125
0,125
15
4
0,5
0,19
0,094
0,125
<0,002

Levofloxacino (18+24)h
C.M.1.(ng/ml)
0,125
0,125
15
4
0,5
0,19
0,094
0,125
<0,002

Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml)
0,125
0,125
15
4
0,5
0,19
0,094
0,125
<0,002
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IV.- RESULTADOS.

Figura n239: Staphylococcus simulans. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.
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Tabla n%5: Staphylococcus simulans. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Staphylococcus simulans | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 1 1 1 1
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IV.- RESULTADOS.

Figura n°40: Staphylococcus simulans. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%6: Staphylococcus simulans. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Staphylococcus simulans | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 1 >32 >32 >32
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IV.- RESULTADOS.

Figura n%41: Staphylococcus warneri. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.
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Tabla n%7: Staphylococcus warneri. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Staphylococcus warneri | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 96 0,012 0,012 0,012
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IV.- RESULTADOS.

Figura n°42: Staphylococcus warneri. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%68: Staphylococcus warneri. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Staphylococcus warneri | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 96 0,094 0,094 0,094
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Figura n®43: Staphylococcus xilosus. E-test. Evolucién de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Staphylococcus xilosus

Tabla n%9: Staphylococcus xilosus. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Staphylococcus xilosus | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.L.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.L.(ug/ml)
Cepa 7 1 1 1

122




IV.- RESULTADOS.

Figura n%44: Staphylococcus xilosus. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino

4 —
3,5
34
2,5
mLevofloxacino 18h
2 mLevofloxacino(18+24h)
[JLevofloxacino(18+48h)
1,5+
1
0,5
0

Cepa?7
Staphylococcus xilosus

Tabla n270: Staphylococcus xilosus. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Staphylococcus xilosus | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
4 4 4

Cepa 7
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Figura n%45: Streptococcus pneumoniae. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucién de Moxifloxacino
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Tabla n271: Streptococcus pneumoniae. Valores de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

Streptococcus pneumoniae | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
6 6 6

Cepa 51
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Figura n%46: Streptococcus pneumoniae. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test:Evolucién de Levofloxacino
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Tabla n?72: Streptococcus pneumoniae. Valores de la Concentracion Minima
Inhibitoria (CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO

Streptococcus pneumoniae

Cepa 51

Levofloxacino 18h
C.M.1.(ug/ml)
2

Levofloxacino (18+24)h
C.M.1.(ug/ml)
2

Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml)
2
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Figura n%47: Streptococcus pyogenes. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n%73: Streptococcus pyogenes. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO

Streptococcus pyogenes | Moxifloxacino 18h [ Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)
Cepa 63 0,094 0,094 0,094
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Figura n®48: Streptococcus pyogenes. E-test. Evolucién de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n274: Streptococcus pyogenes. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Streptococcus pyogenes | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 63 0,5 0,5 0,5
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Figura n°49: Streptococcus sanguis. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n275: Streptococcus sanguis. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

Streptococcus sanguis | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h | Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 87 >32 >32 >32
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Figura n®50: Streptococcus sanguis. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n276: Streptococcus sanguis. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

Streptococcus sanguis | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ug/ml)
Cepa 87 >32 >32 >32
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Figura n%51: Streptococcus viridans. E-test. Evolucion de Moxifloxacino.

E-test: Evolucion de Moxifloxacino
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Tabla n%77: Streptococcus viridans. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Moxifloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE MOXIFLOXACINO
Streptococcus viridans | Moxifloxacino 18h | Moxifloxacino (18+24)h [ Moxifloxacino (18+48)h
C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ug/ml) C.M.1.(ng/ml)

Cepa 18 <0,002 <0,002 <0,002

Cepa 31 <0,002 <0,002 <0,002

Cepa 57 0,064 0,064 0,064

Cepa 58 0,19 0,19 0,19

Cepa 61 4 4 4

Cepa 62 <0,002 <0,002 <0,002

Cepa 92 <0,002 <0,002 <0,002
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Figura n%52: Streptococcus viridans. E-test. Evolucion de Levofloxacino.

E-test: Evolucion de Levofloxacino
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Tabla n%78: Streptococcus viridans. Valores de la Concentracion Minima Inhibitoria
(CMI) para la Evolucion de Levofloxacino obtenidos por el método E-test.

EVOLUCION DE LEVOFLOXACINO
Streptococcus viridans | Levofloxacino 18h | Levofloxacino (18+24)h | Levofloxacino (18+48)h
C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml) C.M.1.(ng/ml)

Cepa 18 <0,002 <0,002 <0,002

Cepa 31 <0,002 <0,002 <0,002

Cepa 57 0,75 0,75 0,75

Cepa 58 1 1 1

Cepa 61 15 15 15

Cepa 62 <0,002 <0,002 <0,002

Cepa 92 <0,002 <0,002 <0,002
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3. VALORACION ESTADISTICA MEDIANTE SPSS Y STATGRAPHIC PLUS.
CLUSTER ANALISIS.
Tabla n®79: Agglomeration Schedule: Moxifloxacino.
Clustering Method: Nearest Neighbor (Single Linkage).
Distance Metric: Squared Euclidean.

Clusters Combined Stage First Appears
Stage | Cluster 1 | Cluster 2 | Coefficient Cluster 1 | Cluster 2 | Next Stage
1 1 2 0,0 0 0 2
2 1 7 0,0 1 0 3
3 1 8 0,0 2 0 4
4 1 21 0,0 3 0 5
5 1 22 0,0 4 0 6
6 1 27 0,0 5 0 7
7 1 61 0,0 6 0 8
8 1 73 0,0 7 0 78
9 3 14 0,0 0 0 10
10 3 18 0,0 9 0 11
11 3 23 0,0 10 0 12
12 3 59 0,0 11 0 13
13 3 67 0,0 12 0 82
14 4 20 0,0 0 0 15
15 4 24 0,0 14 0 16
16 4 28 0,0 15 0 17
17 4 69 0,0 16 0 18
18 4 72 0,0 17 0 19
19 4 79 0,0 18 0 20
20 4 80 0,0 19 0 83
21 5 31 0,0 0 0 22
22 5 55 0,0 21 0 23
23 5 58 0,0 22 0 24
24 5 63 0,0 23 0 25
25 5 64 0,0 24 0 26
26 5 66 0,0 25 0 27
27 5 82 0,0 26 0 92
28 6 25 0,0 0 0 29
29 6 43 0,0 28 0 30
30 6 86 0,0 29 0 84
31 9 19 0,0 0 0 32
32 9 62 0,0 31 0 33
33 9 85 0,0 32 0 79
34 10 32 0,0 0 0 35
35 10 35 0,0 34 0 36
36 10 38 0,0 35 0 37
37 10 97 0,0 36 0 88
38 11 33 0,0 0 0 39
39 11 37 0,0 38 0 40
40 11 81 0,0 39 0 88
41 13 17 0,0 0 0 42
42 13 68 0,0 41 0 43
43 13 71 0,0 42 0 44
44 13 89 0,0 43 0 78
45 15 45 0,0 0 0 46
46 15 46 0,0 45 0 47
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Tabla n®80: Agglomeration Schedule: Levofloxacino.

Clustering Method: Nearest Neighbor (Single Linkage).

Distance Metric: Squared Euclidean.
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Figura n53: Dendrograma de Moxifloxacino.
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Dendrograma : Levofloxacino
Nearest Neighbor Method,Squared Euclidean
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Figura n54: Dendrograma de Levofloxacino.
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4. ESTUDIO EPIDEMIOLOGICO.

A continuacion se expone el Porcentaje de Sensibilidad Total frente a
Amoxicilina/Acido  clavulanico, Cefotaxima, Ciprofloxacino, Gentamicina y
Trimetoprim/Sulfametoxazol de los microorganismos que se habian aislado en el
Servicio de Microbiologia Clinica del Hospital Militar Central “Goémez Ulla” durante
los afios 1997, 1998, 1999 y 2000 (tabla n° 81). Insistiremos aqui que excluimos a
aquellos microorganismos que no habian sido aislados en todos los afios objeto de
nuestro estudio.

Tambien se ilustran graficamente aquelllos hechos més relevantes que nos

hemos encontrado.
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Figura n®55: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Porcentaje de Sensibilidad Total: Citrobacter freundii
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Figura n®56: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Figura n®57: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Porcentaje de Sensibilidad Total: Proteus vulgaris
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Figura n®58: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Porcentaje de Sensibilidad Total : Providencia stuartii
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Figura n®59: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Porcentaje de Sensibilidad Total : Staphylococcus capitis
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Figura n®60: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Porcentaje de Sensibilidad Total: Stenotrophomonas maltophilia
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Figura n®61: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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V.- DISCUSION.

La discusion de los resultados se ha llevado a cabo siguiendo el orden con el que

han sido expuestos los mismos en el apartado anterior.

Del anélisis de las sensibilidades obtenidas por el Sistema Automatizado
VITEKR observamos los siguientes hechos que a continuacion pasamos a exponer.

El género Citrobacter presenta una resistencia a las aminobencilpenicilinas.

Enterobacter cloacae, microorganismo que se caracteriza por una resistencia
intrinseca a las cefalosporinas, en una de las cepas estudiadas presenta una sensibilidad
intermedia.

La cepa de Enterococcus faecium presenta el antibiograma tipo de la especie con
una manifiesta resistencia a las penicilinas y aminoglucdésidos.

Klebsiella pneumoniae, microorganismo del que se han estudiado dos cepas, se
observa que es bastante sensible a todos los antibidticos probados, expresandose la
resistencia a la ampicilina en una de ellas.

Providencia rettgeri, muestra que es muy sensible a todos los antibidticos
probados.

En Proteus mirabilis nos encontramos resistencia a las quinolonas y a la
nitrofurantoina, esta Ultima intrinseca al microorganismo.

Dentro de las cepas de Pseudomonas aeruginosa estudiadas, vemos que en las
cepas 25 y 95 existe una resistencia manifiesta a aminopenicilinas e inhibidores de -
lactamasas, a cefalosporinas, a fosfomicina, y muy alta a nitrofurantoina y a
diaminopirimidinas. Las cepas 78, 88 y 89, de antibiograma parecido, presentan
igualmente resistencia a - lactamicos e inhibidores de B- lactamasas, a fosfomicina, y
muy elevada a diaminopirimidinas. Por ultimo la cepa 21, dentro de los antibi6ticos
probados presenta resistencia frente a cefalosporinas y antibioticos de la familia de los
carbapenémicos.

Las dos cepas de Serratia marcescens, de antibiogramas practicamente iguales
son resistentes a los B- lactamicos e inhibidores de p- lactamasas, a todas las
cefalosporinas probadas, a las penicilinas, a la fosfomicina y a la nitrofurantoina.

Las cepas de Staphylococcus auricularis, como cabria esperar manifiestan una
resistencia intrinseca a las penicilinas, propia del género, pero ademas dicha resistencia

en este caso estd asociada a su vez a una resistencia a - lactdmicos e inhibidores de -
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lactamasas, quinolonas, lincosamidas, macrolidos, fosfomicina, aminoglucosidos,
tetraciclinas y diaminopirimidinas.

Por otro lado Staphylococcus capitis, es bastante sensible a todos los antibioticos
probados, llamando uUnicamente la atencion la resistencia a la fosfomicina y a las
penicilinas.

Las cepas de Staphylococcus epidermidis presentan asociadas resistencias a
antibioticos pertenecientes a la familia de los B- lactdmicos, con antibidticos
pertenecientes a las familias de los macrélidos, lincosamidas y estreptograminas. Esta
circunstancia se presenta rara vez tanto en los hospitales europeos como
estadounidenses, con una frecuencia que se estima que es del 1%. Sin embargo, en
consulta externa es mas comun con una frecuencia de 5%.

Staphylococcus simulans, ademéas de presentar su resistencia intrinseca a las
penicilinas, los es también a los macrdlidos, lincosaminas, estreptograminas vy
quinolonas, circunstancia ésta Gltima que es bastante rara tanto en hospitales europeos
(1%), en cambio comun en consulta externa (5%).

Staphylococcus warneri, presenta el patron de sensibilidad esperado.

Dentro del género Streptococcus, la cepa de Streptococcus sanguis s6lo era
resistente a fosfomicina, en tanto que era sensible al resto de los antibiéticos probados.
En las cepas de Streptococcus viridans no encontramos que una era muy sensible (cepa
18), y las otras dos (cepa 57 y 61) eran resistentes a las quinolonas, a los macrolidos y a
las penicilinas, circunstancia ésta Gltima que raramente se presenta en este género.

Las cepas de Escherichia coli presentan en general una buena sensibilidad frente
a los antibidticos probados, Ilamando Unicamente la atencion las cepas 59 y 91 que se
muestran resistentes a monobactamicos, antibiéticos de la familia de las cefalosporinas
y a las penicilinas.

Por otro lado, en las cepas de Enterococcus faecalis, en general, en adicion a su
resistencia intrinseca a las penicilinas, hecho que queda de manifiesto en el
antibiograma, presentan una resistencia adquirida a fluoroquinolonas, lincosamidas,
fosfomicina y aminoglucosidos.

Dentro de los Staphylococcus aureus estudiados, aproximadamente el 50% de
las cepas eran MRSA (Staphylococcus aureus meticilin resistentes). Ademas se observa

en varias de ellas resistencia a antibidticos pertenecientes a la familia de los B-
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lactdmicos e inhibidores de B- lactamasas, quinolonas, macrolidos y lincosamidas. Este
hecho es muy frecuente en los hospitales europeos (50%) y comdn en hospitales
estadounidenses (5%).

De lo anteriormente expuesto podemos decir que, entre los microorganismos
ensayados, resistencias a quinolonas se manifiesta en Proteus mirabilis, Enterococcus

faecalis y algunas especies de los géneros Staphylococcus y Streptococcus.

Las 100 cepas fueron expuestas a dos nuevos agentes antimicrobianos,
quinolonas y mas concretamente, Moxifloxacino y Levofloxacino, calculandose sus
Concentraciones Minimas Inhibitorias (C.M.l.), que en este caso se cuantifico su valor
por medio del método de E-test.

De los resultados obtenidos podemos ver que dentro de la Familia
Enterobacteriaceae, donde trabajamos con 36 cepas, en el caso de Moxifloxacino nos
encontrabamos dentro de valores de C.M.l. que comprendia de 0,004 pug/ml a 16 ug/ml,
en tanto que para Levofloxacino dicho intervalo era (0,008-12) pug/ml. Ambos intervalos
se mantuvieron en las tres lecturas que se efectuaron. El 50% de las cepas presentaban
una C.M.1.< 0,032ug/ml frente a Moxifloxacino y sélo un 38,9% presentaban dicha
C.M.I. frente a Levofloxacino.

En las dos unicas cepas de la Familia Bacteroidaceae vemos como la C.M.I. para
Moxifloxacino era de 0,016pg/ml y para Levofloxacino de 0,023ug/ml.

Dentro de la Familia Enterococcaceae trabajamos con 12 cepas. Las C.M.I. para
Moxifloxacino comprendia de 0,038ug/ml a >32ug/ml y para Levofloxacino de
0,5ug/ml a >32ug/ml. EI 50% de las cepas presentaba C.M.1.< 0,190ug/ml frente a
Moxifloxacino y el mismo porcentaje de cepas presentaban una C.M.1.< 1ug/ml frente a
Levofloxacino. Dicha circunstancia se mantuvo en las tres lecturas.

En la Familia Micrococcaceae, de la que estudiamos 32 cepas, encontramos que
el intervalo de C.M.I. en el que nos moviamos para Moxifloxacino era mas estrecho que
para Levofloxacino, siendo de (< 0,002-1,5)ug/ml y (£ 0,002- >32)ug/ml
respectivamente. Sin embargo, el 90,6% de las cepas tenian una C.M.l. < 0,75ug/ml
frente a Moxifloxacino, y un 53,1% de las mismas presentaban una C.M.l. <

0,125ug/ml. Este hecho se repitid en las tres lecturas efectuadas.
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El intervalo de C.M.l. tanto para Moxifloxacino como para Levofloxacino
dentro de la Familia Deinococcaceae, era el mismo, (< 0,002- >32)ug/ml. Frente a
ambas quinolonas probadas, todas las cepas presentaron un comportamiento parecido, el
40% de las mismas tenian una C.M.l. < 0,002ug/ml, circunstancia que se mantuvo en
las tres lecturas realizadas.

Dentro de la Familia Pseudomonadaceae, trabajamos con 8 cepas, cepas que
presentaban una C.M.l. que comprendia de 0,380ug/ml a 1ug/ml frente a
Moxifloxacino, y de 0,190ug/ml a 1ug/ml frente a Levofloxacino. El 62,5% de las
cepas tenian una C.M.l. <0.380ug/ml frente a Moxifloxacino y C.M.l. <0.250ug/ml
frente a Levofloxacino, hecho que se repitio en las tres lecturas efectuadas.

De lo anteriormente expuesto podemos afirmar que las dos quinolonas son
eficaces frente a los microorganismos ensayados, si bien fueron mejores los resultados
obtenidos de Moxifloxacino, pues aproximadamente el 60% de las cepas probadas,
presentaban una Concentracion Minima Inhibitoria menor frente a Moxifloxacino que

frente a Levofloxacino.

Por otra parte, deciamos que el Cluster Analisis consistia en busca observaciones
en grupos separados, con similares caracteristicas, para despues agruparlas en un nuevo
grupo, midiendo a continuacion la distancia entre los grupos. Medida la distancia entre
las observaciones, el siguiente paso en el Cluster Andlisis, es dividir las observaciones
dentro de los grupos, basandose en la distancia, en nuestro caso la minima distancia,
“vecino mas proximo” ( “Nearest Neighbor”).

Insistiremos aqui que nuestras variables son cuantitativas y que aunque se
conoce de antemano el numero de observaciones, 100 observaciones en tres lecturas a
distintos tiempos, (18)h, (18+24)h y (18+48)h, se aplico el “Hierarchical clustering
methods”: Aglomerativo. La técnica aglomerativa comienza con la busqueda de
observaciones describiendo un subgrupo, y entonces combina subgrupos dentro de los
subgrupos, hasta que solamente queda un grupo. Por tanto se efectla una separacion,
distincion o diferenciacion entre los elementos ( 100 cepas) y sus variables (
Concentracion Minima Inhibitoria) simultdneamente, de manera que de todas las

variables se crea en cada elemento una nueva variable.
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La representacion grafica que se eligio por considerar que es la que mejor
ilustraria nuestro Cluster Andlisis, fue el dendrograma.

A la hora de abordar la interpretacién del dendrograma lo haremos de la
siguiente manera: contaremos el nimero de clusters, veremos si son grandes o pequefias

las distancias y estudiaremos los indices / coeficientes de unos y otros.

Observando el dendrograma correspondiente a la exposicidn de nuestras cepas a
Moxifloxacino, vemos claramente que partiendo de 100 elementos, nuestras 100 cepas,
a continuacion se forman 7 clusters, luego 6,5,4,3,2 y finalmente 1 cluster.

Aqui apreciamos tres grupos bien diferenciados, y que para una mejor
exposicion denominaremos como grupo 1, grupo 2 y grupo 3. El grupo 1 lo formarian
las cepas 47 y 98 que se combinan con las cepas 15, 45, 46 y 91 para asi formar un
cluster, cluster con el que se combina la cepa 65 para asi originar un nuevo cluster. El
elemento mas discriminativo es la cepa 65, quien sélo se combina con el cluster
formado por todos los demas. Probablemente la cepa 65 sea la mas sensible 0 menos
sensible a Moxifloxacino, y que ello sea la causa de la discriminacién, hecho que sera
comentado més adelante. Se trata de un Escherichia coli. La distancia euclidiana de este
grupo es de 2,5 aproximadamente.

En el segundo grupo tenemos las cepas 16 y 77 que se combinan, para dar lugar
a un cluster, con el cluster originado de la combinacion de las cepas 54, 88, 90, por un
lado, las cepas 5, 31, 55, 58, 63, 64, 66, 82, por otro, y el resto de las cepas, a excepcion
de las cepas 12 y 26, que trataremos a continuacion.

Aqui los elementos més discriminativos seria las cepas 16 y 77 que son un
Staphylococcus aureus y un Escherichia coli respectivamente.

La distancia euclidiana de este grupo es practicamente cero.

Por altimo tenemos las cepas 12 y 26 que se asocian para formar un cluster y
que finalmente se combinan con el cluster formado por el resto de las cepas, para quedar
finalmente un solo cluster. La distancia euclidiana en este dltimo caso es de
aproximadamente 9. De esto Ultimo se desprende que, las cepas 12 y 26, son los
elementos mas discriminativos de nuestro analisis de sensibilidades frente a
Moxifloxacino. Ambas tienen en comun que pertenecen al género Staphylococcus,

siendo un Staphylococcus aureus la cepa 12, y un Staphylococcus auricularis, la cepa
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26. Respecto al resto de los microorganismos estudiados podrian ser o los mas sensibles
o los menos sensibles a Moxifloxacino, pues ambas cualidades los separarian,
distinguirian o diferenciarian del resto. Este ultimo aspecto sera abordado a
continuacion.

En todos los casos los elementos mas discriminativos se destacan por ser
aquellas cepas que en la asociacion para formar el cluster presentan las Concentraciones
Minimas Inhibitorias mas inferiores y por tanto, son los mas sensibles en este caso
frente a Moxifloxacino. Dichos valores eran para la cepa 65, 0.008 ug/ml, para la cepa
16, 0.008 pg/ml, para la cepa 77, 0.016 pug/mly por ultimo para las cepas 12 y 26 de 0.5
ug/mil.

Llama la atencion los coeficientes obtenidos, y que son un reflejo de las
distancias intraclusters o interclusters, segun el caso, en cada analisis, donde aparecen
valores de algo mas de 2, tres casos, de casi 9, uno y de 20, uno. Este hecho sera

comentado mas adelante.

Cuando observamos el dendrograma que muestra la exposicion de nuestras 100
cepas a Levofloxacino, vemos que partiendo de 100 elementos (100 cepas), primero se
originan 9 clusters, a continuacion 6, 4, 3, y finalmente 1 cluster.

En un analisis pormenorizado del dendrograma, vemos lo que a continuacion
paso a describir.

La cepa 65, se combina para dar lugar a un cluster ( distancia euclidiana de
aproximadamente 0,25), con una primera asociacion formada por las cepas 30, 45, 46,
70, 91, con una segunda asociacion, donde encontramos las cepas 16, 37, 47, 81, 98 y
con el cluster originado (distancia euclidiana de aproximadamente cero), de un lado por
las cepas 33, 35, 38, 54, 97, por las cepas 32, 58, 96 y con el resto del cepario y que no
son las que a continuacion paso a describir. La cepa 65 es quizas el elemento mas
discriminativo, nuevamente aqui. Recordemos que ya lo era también en el dendrograma
de Moxifloxacino y que se trataba de un Escherichia coli.

Con el cluster anteriormente descrito se combina, por un lado las cepas 60, 64,
66, 76 y por otro, las cepas 12, 31, 74, 82, 90 para crear un nuevo cluster, distancia

euclidiana de aproximadamente 0,75, con el que se combina la cepa 63, para dar lugar a
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otro nuevo cluster, distancia euclidiana de 2 aproximadamente. En esta asociacion el
elemento mas discriminativo es el 63 y que es un Streptococcus pyogenes.

Finalmente con esta ultima asociacion se combinan los elementos 15 y 26, 77
para dar lugar a un cluster. La distancia euclidiana de esta Gltima asociacion es de
11,25. Aqui los elementos més discriminativos serian, el 15 el que mas pues no se
combina en un principio con nadie y que se trata de un Enterococcus faecalis y el 26 y
77 que son un Staphylococcus auricularis y un Escherichia coli respectivamente.

Llama la atencion que nuevamente aqui, y como ya ocurria con Moxifloxacino,
las cepas 26 y 77 son los elementos mas discriminantes. Por qué, qué es los que les
separa del resto de las cepas en estudio. Como ya apuntdbamos anteriormente, podria
ser que son las mas sensibles, pero igualmente podrian ser las menos sensibles.

Frente a Levofloxacino las causas de discriminacion eran: en el caso de la cepa
65, una Concentracion Minima Inhibitoria que era la mas inferior dentro de la
asociacion, 0.023 ug/ml; la cepa 63, mostraba un valor intermedio dentro de una
asociacion donde nos encontramos con bastantes cepas muy sensibles y con otras que lo
son bastante menos; y por altimo, las cepas 15, 26 y 77, donde la 15 con 0.75 pg/mi
presenta una sensibilidad intermedia, 26 con 4.0 pug/ml es bastante menos sensible a
Levofloxacino y la cepa 77 con 0.12 ug/ml se comporta como la mas sensible frente a
este agente antimicrobiano.

Por otro lado del andlisis aglomerativo obtenemos coeficientes en su mayoria de

valor 0,0, algunos de poco mas de 0,0, uno de valor 2,1321 y dos de 11,3748.

Del Cluster Analisis se desprende que nuestras cepas se comportan de manera
muy parecida frente a ambas quinolonas, que las cepas que se desmarcan de las demas
suelen ser del genero Staphylococcus, del género Escherichia, y algun enterococo,
siendo el elemento mas discriminativo pues lo es en el andlisis frente a Moxifloxacino y
frente a Levofloxacino, la cepa 26, que se trata de un Staphylococcus auricularis. Los
valores de los coeficientes, que recordemos indican las distancias intraclusters e
interclusters, segun el caso, muestran que nuestras cepas son mas homogéneas en lo que
a sensibilidad se refiere, y por tanto en sus Concentraciones Minimas Inhibitorias, frente
a Levofloxacino que frente a Moxifloxacino.

153



V.- DISCUSION.

Todo lo anterior de alguna manera nos viene a decir, que dado que el
comportamiento frente a ambas quinolonas es tan parecido, a lo mejor seria prudente
distanciar el lanzamiento de nuevas quinolonas al mercado y de esta forma conservar
estas moléculas para unas futuras necesidades terapéuticas evitandose asi el agotamiento
de esta familia de antibioticos. Recordemos que actualmente existen al menos 12
fluoroquinolonas en uso clinico y que de ellas seis han sido introducidas durante los
Gltimos seis afios. En nuestro caso Levofloxacino estaba disponible en 1996 y
Moxifloxacino en el 2000.
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Por otra parte de la revision de la base de datos del Servicio de Microbiologia
Clinica de nuestro hospital (tabla n>81) vemos que nuestra situacion es bastante buena
en lo que a sensibilidades/ resistencias se refiere de los microorganismos aislados en el
transcurso de esos cuatro afios. Tan s6lo mencionaremos algunas aisladas excepciones y

gue a continuacion se exponen.
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Acinetobacter calcoaceticus en el afio 1997 frente a Amoxicilina/Ac.Clavuléanico
presentaba un Porcentaje de Sensibilidad Total del 15%, porcentaje que fue mejorando
hasta 1999 (35%), cayendo bruscamente hasta un 0% en el afio 2000. Con la
Cefotaxima ocurria que desde 1997 (18%) hasta 1999 (26%), experimentaba una
mejoria la sensibilidad, para finalmente descender hasta un 0% en el afio 2000. Con el
Ciprofloxacino también desde 1997 (12%) hasta 1999 (30%) aumentaba el Porcentaje
de Sensibilidad Total, disminuyendo nuevamente en el afio 2000 (0%). Igualmente con
la Gentamicina nos encontramos una progresion parecida: desde 1997 (12%) hasta 1999
(26%) mejora el porcentaje, para luego disminuir a 0% en el afio 2000. Frente a
Trimetoprim/Sulfametoxazol, Acinetobacter calcoaceticus mejoraba considerablemente
su Porcentaje de Sensibilidad Total desde 15% (1997) a 73% (1998) para luego
disminuir a un 48% en 1999, y a un 21% en el afio 2000.

Por tanto la tendencia de Acinetobacter calcoaceticus es a una disminucion de su

sensibilidad.

Porcentaje de Sensibilidad Total: Acinetobacter calcoaceticus
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Figura n%55: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Citrobacter freundii frente a Cefotaxima presentaba un Porcentaje de
Sensibilidad Total en 1997 de un 89% para incrementarse hasta un 100% en 1998,
manteniéndose dicho porcentaje en 1999, para luego disminuir a un 69% en el afio
2000. Los porcentajes frente a Ciprofloxacino fueron los mismos salvo que el descenso
en el afio 2000 es bastante menor (92%). Los Porcentajes de Sensibilidad Total que se
obtuvieron frente a Gentamicina fueron muy buenos en 1997, 1998, 1999 (100%) y tan
solo disminuy6 a un 92% en el afio 2000. Por tanto, si bien la sensibilidad de este
microorganismo es buena, parece que existe una ligera tendencia a la disminucion de la

misma.

Porcentaje de Sensibilidad Total: Citrobacter freundii
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Figura n256: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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En Morganella morganii encontramos que frente a Amoxicilina/ Ac.Clavulanico
que los Porcentaje de Sensibilidad Total son llamativamente muy bajos, 0% (1997), 6%
(1998), 11% (1999), para luego nuevamente ser de un 0% en el 2000. Por tanto diremos
que existe una clara tendencia a la resistencia de este microorganismo frente a este
agente antimicrobiano. Con Cefotaxima, Ciprofloxacino, Gentamicina y Trimetoprim/
Sulfametoxazol nos encontrdbamos que en 1997 el Porcentaje de Sensibilidad Total
para los cuatro era del 100%. Luego en 1998 disminuia, siendo de 94%, 83%, 94% y
61%, respectivamente para cada uno de ellos. Dicha tendencia se mantuvo en 1999
salvo para Trimetoprim/Sulfametoxazol que se recupero ligeramente (63%). En cambio
en el afio 2000 frente a Ciprofloxacino y Gentamicina aumenta el Porcentaje de
Sensibilidad Total, 98% y 93% respectivamente, en tanto que frente a Cefotaxima y
Trimetoprim/Sulfametoxazol, disminuye, 73% y 63% respectivamente. De estos hechos
podriamos decir que Morganella morganii en nuestro caso presenta un patron de

sensibilidad muy cambiante.

Porcentaje de Sensibilidad Total: Morganella morganii
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Figura n%57: Porcentaje de Sensibilidad Total.

160




V.- DISCUSION.

En Proteus vulgaris solo resaltar que frente a Ciprofloxacino en 1997 y 1998 el
Porcentaje de Sensibilidad Total era del 100% para disminuir a un 93% en 1999 y hasta
un 50% en el afio 2000. En el caso de Trimetoprim/Sulfametoxazol, pasamos de 75% en
1997 a 80% en 1998 para luego ir descendiendo hasta un 64% en 1999 y un 25% en el
2000. El namero de aislamientos de estos microorganismos en estos afios es muy escaso

pero al menos si es representativo de lo que puede estar ocurriendo.

Porcentaje de Sensibilidad Total: Proteus vulgaris
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Figura n%58: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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En Providencia stuartii vemos que frente a Ciprofloxacino el Porcentaje de
Sensibilidad Total en 1997 era del 50%, en 1998, 8%, en 1999, 12% para finalmente en
el afio 2000 ser del 0%. Frente a Gentamicina si bien en 1998 existia un buen porcentaje
(85%) ha disminuido hasta un 20% en el 2000. Y con Trimetoprim/Sulfametoxazol
ocurria algo parecido, desde un 100% en 1997 hasta un 20% en el 2000. Aqui
nuevamente diremos que efectivamente son pocos los microorganismos aislados ahora

bien, si representan lo que esta ocurriendo en nuestro hospital.

Porcentaje de Sensibilidad Total : Providencia stuartii
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Staphylococcus capitis presenta unas caidas muy bruscas en su Porcentaje de
Sensibilidad Total. Mencionaremos que frente Amoxicilina/Ac.Clavulanico pasa de
100% (1998) a 23% en el 2000; frente a Ciprofloxacino de 100%(1998) a 38% (2000) y
para Gentamicina partiamos de 57% en 1997, para observarse una mejoria en 1998
(82%) e ir disminuyendo en los afos sucesivos, 60% (1999) y 46% (2000).

Porcentaje de Sensibilidad Total : Staphylococcus capitis
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Figura n=60: Porcentaje de Sensibilidad Total.
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Con Stenotrophomonas maltophilia comentar dos hechos en lo que respecta a su
Porcentaje de Sensibilidad Total se refiere frente Amoxicilina/Acico Clavulanico y
Cefotaxima. Frente a ambos dicho porcentaje es muy bueno en 1997 (60% y 80%
respectivamente) para caer en 1998 ( 0% y 33%), se recupera nuevamente en 1999(60%
y 38%) poco en el caso de Cefotaxima y finalmente vuelve a disminuir en el 2000 (0%
y 12%).

Porcentaje de Sensibilidad Total: Stenotrophomonas maltophilia
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De lo anteriormente expuesto se deduce que parece ser que existe una tendencia
natural a la disminucion de la sensibilidad, y por tanto un aumento de la resistencia,
hecho que en principio es poco preocupante en nuestro hospital pues como se ve son
casos aislados, si bien no por ello se debe baja la guardia.

En cualquier caso la disminucion de la sensibilidad de los microorganismos
frente a los agentes antimicrobianos, no sélo tiene un interés epidemioldgico, sino que
también puede afectar a la facilidad con que un paciente puede ser tratado, y esto a su
vez puede determinar la evolucion de la enfermedad.

Por otro lado el aumento del uso excesivo de antibioticos acarrea también
consecuencias economicas. Posiblemente los pacientes hospitalizados reciben
antibidticos que no necesitan, o no reciben el mas efectivo y menos caro, o la dosis o la
duracién del tratamiento no es la minima suficiente para ser efectivo.

Esto nos conduce a pensar que existen una serie de inconvenientes que habria
que salvar y que son, las dudas en los diagnosticos, las diferencias en los juicios sobre la
necesidad de administrar tratamiento o profilaxis, la eleccién del farmaco adecuado y un
tiempo adecuado de administracion del mismo.

Los antibidticos se utilizan excesivamente y, en una alta proporcion, este uso en
ocasiones no esta justificado o es inadecuado. El problema afecta tanto a los antibioticos
utilizados en terapéutica como en profilaxis, siendo en esta Gltima mayor la
incorreccion. En este aspecto diversos autores coinciden al afirmar que en la profilaxis,
las medidas de control son més efectivas a la hora de mejorar el uso y disminuir los
gastos innecesarios y otros efectos atribuibles al uso de antibioticos.

En el ambito internacional existe una preocupacion creciente por este hecho lo
gue hace que se pongan en marcha mecanismos de busqueda de soluciones para el
control y prevencion del desarrollo de resistencias.

Desde que se apreciaron los primeros problemas en relacion con el uso de
antibidticos surgio la necesidad de disefiar metodos destinados a su correccion. El
conjunto de medidas que tienden a racionalizar la utilizacion de los antimicrobianos de
manera que se consiga el maximo de eficacia con la minima alteracion de la flora
microbiana, minimos efectos indeseables sobre el paciente y minimo coste econémico,

fueron definidas con el término de “Politica de Antibi6ticos”.
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V.- DISCUSION.

Dichas medidas deben adaptarse a la realidad y a la circunstancia del medio
hospitalario en el que nos encontremos, reconociéndose tres aspectos fundamentales:
- Organismo responsable.
- Métodos para definir el problema en el hospital y evaluar el uso apropiado de
los antibidticos.

- Métodos para mejorar el uso de los antibioticos.

El organismo responsable de la vigilancia del uso racional y responsable de los
antibioticos en el &mbito hospitalario suele ser la Comision de Farmacia y Terapéutica,
junto con la Comision de Infeccion, Profilaxis y Politica de Antibioticos.

Un método para definir el problema y evaluar el uso apropiado de los
antibidticos seria la existencia de la mayor informacion posible del estado de la
infeccion hospitalaria, asi como del uso de los antibioticos.

Entre los métodos destinados a mejorar el empleo de los antibioticos estaria, por
un lado mejorar la educacion de los médicos en el diagndstico y tratamiento de las
enfermedades infecciosas. Esto se conseguiria por medio de reuniones, charlas a cargo
de especialistas del area, conferencias con autoridades de fuera del hospital y con
informes elaborados por las comisiones antes citadas, y que contengan los patrones de
uso de antibidticos en el hospital. Otro método seria la aplicacion de medidas
restrictivas destinadas a limitar la utilizacién de antimicrobianos mediante la aplicacion
de principios cientificos y racionales. Con ello lo que se pretende es orientar al
facultativo, de manera que consiga el maximo de eficacia con el minimo de riesgo y
coste. Entre estas medidas restrictivas y que estan reflejadas en la literatura estan:
formulario de antibioticos del hospital; sistema de dispensacion de antimicrobianos;
resultados de laboratorio de microbiologia; control del contacto entre los delegados
comerciales de la industria farmacéutica y los médicos; y otros métodos dependiendo de

las caracteristicas de cada hospital.
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VI1.- CONCLUSIONES

1. Entre los microorganismos ensayados, las resistencias evidenciadas “in vitro”
frente a distintos agentes antimicrobianos, son las esperadas en cada una de las
familias, encontrandonos con unas frecuencias que se hayan muy por debajo de

lo que ocurre en otros hospitales.

2. De la evaluacién “ in vitro”, de la sensibilidad / resistencia de los agentes
patdgenos estudiados frente a las recientes quinolonas, concretamente
Moxifloxacino y Levofloxacino, podemos afirmar que dicha sensibilidad es muy
parecida en ambas, siendo las Concentraciones Minimas Inhibitorias frente a
Moxifloxacino inferiores a la del Levofloxacino en aproximadamente el 60% de

las cepas ensayadas.

3. Resistencias evidenciadas “in vitro” frente a Ciprofloxacino perteneciente a la
familia de las Quinolonas, se manifiestan en los patdgenos, Proteus mirabilis,
Enterococcus faecalis, y algunas especies de los géneros Staphylococcus y

Streptococcus.

4. Existe una tendencia natural a la disminucion de la sensibilidad, y por tanto a un
aumento de la resistencia, lo cual no soélo tiene un interés epidemioldgico, sino
efectos indeseables sobre los pacientes, asi como consecuencias economicas, lo
que hace necesario la puesta en marcha de mecanismos de busqueda de nuevas

soluciones para el control y prevencion de las resistencias.
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