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SUMMARY

Urinary tract infection (UTI) is easily handled in the normal host, but it will cause problems in
inmunosuppressed patients, requiring antimicrobialsin germicidal doses and not simply inhibitory assuring
effectivetreatments. I n our country Ciprofloxacin isafrequently used antimicrobial in thistypeof infections,
however, studies that have evaluated the behavior of dangerous strains with regard to pertinent
microbiological parameters like the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) and Minimal Bactericidal
Concentration (MBC). Objective: To Determine relationship between Minimal Inhibitory Concentration
and Minimal Bactericidal Concentration of Ciprofloxacin against germs from UTI in hospitalized and out-
patientsat the I nstituto Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN). Material and methods: One hundred
and thirty two bacterial strains were isolated. Gram negative bacilli were the more common germs both in
out patients and hospitalized patients. Antimicrobial susceptibility was determined using the MIC by the
method of macrodilution in broth and subsequently MBC was determined by the method of dilution in
agar. Results: Resistance to Ciprofloxacin was 49 % and 73 % in out-patients and hospitalized patients
respectively. In the study a highly significant difference was found (p< 0.0001) among MBC and MIC both
in strains of hospitalized patients asin strains of out-patients. Conclusions: It is necessary to implement in
the microbiology laboratories methods like to MIC and MBC, to identify characteristic of the antibacterial
activity of the antimicrobialsused in our country. It’s important to evaluate use of fluoroquinolones,
mainly Ciprofloxacin in inmunosuppressed patientsrestricting their administration in those cases confir med
their susceptibility in vitro. (Rev Med Hered 2005;16:39-45).
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RESUMEN

Lainfeccién urinaria (ITU) esfécilmente manejadapor el huésped normal pero puede causar problemas en pacientes
inmunosuprimidos, requiriendo antimicrobianos en dosis bactericidas y no solo bacteriostéticas que aseguren
tratamientos efectivos. En nuestro medio Ciprofloxacina es un antimicrobiano de uso frecuente en este tipo de
infecciones, sin embargo no se evalUia de manera rutinaria el comportamiento de las cepas patdgenas con respecto
a pardmetros microbiolégicos como la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), menos ain la Concentracién
Minima Bactericida (CMB). Objetivos: Determinar la relacién entre la CMI y la CMB de Ciprofloxacina frente a
gérmenes aislados a partir de ITU de pacientes hospitalizados y ambulatorios del INEN. Materialesy métodos: Se
aislaron 132 cepas de bacil os gramnegati vos uropatdgenos aislados de consultorio externo y pacientes hospitalizados,
se determind la susceptibilidad antimicrobiana de | as cepas bacterianas usando la Concentracion Minimalnhibitoria
por el método de macrodilucion en caldo y posteriormente se determiné la Concentracion MinimaBactericida por el
método de dilucion en agar. Resultados: Se detect6 niveles de resistenciaa Ciprofloxacinade 49 %y 73% en cepas
aisladas de pacientes de consultorio externo y pacientes hospitalizados, respectivamente. En el estudio se encontré
una diferencia altamente significativa entre la CMB y laCMI tanto en cepas de pacientes hospitalizados como en
cepas de consultorio externo (p<0.0001). Conclusiones: Resulta necesario implementar en los laboratorios
microbiol dgicos métodos como la CMI y CMB, herramientas importantes para identificar caracteristicas de la
actividad antibacteriana de los antimicrobianos empleados en muestro medio. De igual forma se deberiaevauar el
uso de las fluoroquinolonas, principalmente Ciprofloxacina en pacientes inmunosuprimidos restringiendo su
administracién paraaquellos casos en que esté confirmada su susceptibilidad in vitro. (Rev Med Hered 2005;16: 39-
45).

PALABRAS CLAVE: Infeccion de Tracto Urinario, pacientesinmunosuprimidos, concentracion minimainhibitoria,

concentracion minima bactericida

INTRODUCCION

Lainfeccion del tracto urinario (ITU) es unade las
formas més comunes de infeccion bacterianaen el ser
humano. Ocurre en todos los grupos etéreos. Entre
los 20 a 50 afios, lalTU es 50 veces mas frecuente en
el sexo femenino. La incidencia aumenta tanto en
hombres como en mujeres por encima de los 50 afios
(2). Infecciones que son facilmente manejadas por el
individuo normal, causan problemas en el
inmunosuprimido; los pacientes con cancer tienen alto
riesgo de ser infectados por gérmenes oportunistas o
microorganismos que se encuentran como parte de la
biota bacteriana normal (2).

L as bacterias Gram negativas causan la mayoria de
ITU. Algunas se adquieren por via hematégena, pero
el 95% de lasinfecciones se producen por el ascenso
de bacterias desde el introito vaginal y la uretra
colonizadahacialavejigay, enloscasosde pielonefritis
aguda no complicada, por via ureteral hacia el rifién

(1).

Escherichia coli es la causa mas frecuente de ITU
adquiridaen forma extrahospitalaria, alcanzando entre
el 70,0 y 90,0% segln los estudios, tanto en adultos
como en lapoblacién pediétrica(3). Estambién lacausa
mas frecuente de ITU adquirida de manera
intrahospitalaria; sin embargo, otros gérmenes tales
como Proteus vulgaris, Klebsiella spp, Pseudomonas
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aeruginosa se vuelven méas importantes en frecuencia
gue en las infecciones extrahospital arias (3).

Entrelasdiferentes clases de antibi6ti cos usados para
el tratamiento de I TU figuran las quinolonas. Estas se
agruparon por “generaciones’ coincidiendo con su época
deapariciony sobretodo con el espectro antibacteriano,
el Acido Nalidixico, y el Acido Oxolinico fueron los
primeros en aparecer, pero su bajadifusion tisular y su
alta unién a proteinas, elevan sus Concentraciones
Minimas Inhibitorias (CMI), impidiendo su empleo en
infecciones sistémicas; por tal motivo su uso ha sido
limitado (4).

La introduccion de uno o varios aomos de fluor en
el nlcleo basico de las quinolonas generaron las
primeras 4 fluoroquinolonas, encabezadas por la
Norfloxacina seguida por la Ciprofloxacina y otras,
todas con importante actividad sobre bacterias Gram
negativas y escasa contra Gram positivas, buena
biodisponibilidad por viaoral y excelentetolerancia(4).

Al momento delaintroduccién delasfluorogquinolonas
se pensd que laaparicion y diseminacion deresistencia
seria rara, debido en primer lugar a la dificultad de
generar invitro mutantesde Escherichia coli resistentes
alasfluoroquinolonas (5). Sin embargo, la resistencia
a las fluorquinolonas mediada por mutaciones
cromosomicas que producian alteraciones en la diana
o blanco (topoisomerasas) aparecié rapidamente en
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Pseudomonas aeruginosa y posteriormente en cepas
de Escherichia coli, debido fundamentalmente a
mutaciones multiples que disminuyen laafinidad delas
dianas por estos compuestos (5).

Por tanto el comportamiento de una fluoroquinolona
en relacion con la resistencia depende basicamente de
tres factores. su capacidad para seleccionar mutantes
resistentes, su capacidad paraalcanzar concentraciones
gue eviten la seleccion deresistenciasy su capacidad
para actuar frente a mutantes generados durante €l
tratamiento con otras fluoroquinolonas (5,6).

La cuantificacion de la actividad in vitro de los
antimicrobianos se evalUa habitualmente mediante
algunas delas variantes delos métodos de dilucién. La
Concentracion Minimalnhibitoria(CMI) sedefine como
la minima concentracion de antimicrobiano (en g/
mL) que inhibe el crecimiento visible de un
microorganismo después de 24 horas de incubacién a
37°C. LaCMI sehaestablecido como “gold Sandard”
frente a otros métodos que evallan susceptibilidad
antimicrobiana; ademés de confirmar resistencias
inusual es, darespuestas definitivas cuando el resultado
obtenido por otros métodos es indeterminado (7).

La Concentracion Minima Bactericida (CMB), se
define como laminimaconcentraci 6n de antimicrobiano
que elimina a mas del 99,9% de los microorganismos
viables después de un tiempo determinado deincubacion
(generalmente 24 horas) (8,9). En ocasiones se hace
necesario determinar laactividad bactericidade un agente
antimicrobiano, como es el caso de endocarditis,
osteomielitis, meningitis o infecciones en pacientes
inmunosuprimidos, existe la necesidad de establecer
métodos delaboratorio que definan laactividad de estos
agentes (8).

Siendo las fluoroquinolonas, antimicrobianos de uso
frecuente en nuestro medio, el objetivo del presente
estudio fueevaluar larelacion entrela CMIy CMB de
Ciprofloxacina y determinar las caracteristicas de las
cepas uropatdgenas con relacion a estos importantes
parametros microbiol 6gicos.

MATERIALESY METODOS

Se realizé un estudio transversal, prospectivo y
descriptivo, en el que se evalud la relacion entre la
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) vy
Concentracion Minima Bactericida (CMB) de cepas

bacterianas provenientes de cultivos de orina de
pacientes ambulatorios y hospitalizados del Instituto
Nacional de Enfermedades Neoplasicas (INEN) durante
los meses de diciembre de 2002 a febrero de 2003.

Se utilizo Ciprofloxacina, donada por Laboratorios
Farmindustria, de: Lote N° 010418, Fechade expiracion:
Abril 2004, Potencia: 94.783 %.

Para la determinacion de la CMI se realizaron
diluciones seriadas alamitad en caldo Mueller Hinton
(MH). Se emplearon dos controles: €l primero fue el
control positivo (caldo MH a que seafiadid lasuspension
bacteriana) y el segundo fue el control negativo (caldo
MH sin antimicrobiano y sin suspension bacteriana).
Se emplearon las siguientes diluciones de
antimicrobiano: 0,00012, 0,00024, 0,00048, 0,0009,
0,0019, 0,0039, 0,0078, 0,0156, 0,03125, 0,062, 0,125,
0,25, 0,5, 1,0, 2,0, 4,0, 8,0, 16,0, 32, 64,0, 128, 256,
512, 1 024 pg/ml.

La CMI fue interpretada como la concentracion de
antimicrobiano, contenida en el tubo de la serie que
inhibid el crecimiento visible delabacteria, paralo cua
fue necesario comparar cada uno de los tubos con los
controles positivo y negativo.

La susceptibilidad de las Enterobacterias a la
Ciprofloxacina se interpreta como (10):

Sensible : CMI £ 1 pg/mL
Indeterminado:  CMI = 2 pg/mL
Resistente: CMI =4 pug/mL

Se determindé ademés la concentracion de
antimicrobiano que inhibia al 90% de las cepas
bacterianas (CMI,) , y la concentracion de
antimicrobiano que inhibia al 50 % de las cepas
bacterianas (CMI,) .

Paradeterminar laCMB se extrajeron 100 L delos
tubos en |os cuales no se observo crecimiento visible
de la bacteria (inhibicién de crecimiento); esta
suspension fue inoculadaen placas Petri debidamente
rotuladas con la concentracién correspondiente,
anadiéndose luego agar MH a 45 °C aproximadamente.
Se utiliz6 como control positivo agar MH con 100 pL
deindcul o sin antimicrobiano, y como control negativo,
agar MH sin inéculo y sin antimicrobiano. Las placas
se dgjaron incubar durante 24 horas a 35 °C.
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La lectura de los resultados se realizd en aguellas
placas donde e antimicrobiano fue capaz de eliminar
completamente el desarrollo bacteriano o que elimind
al 99,9% de bacterias, comparandolo con el control
positivo.

Se determind ademas la concentracion de
antimicrobiano que eliminé al 90% de las cepas
bacterianas (CMB,,) y laconcentracion que elimind al
50 % de las cepas bacterianas (CMB, ).

Andlisis Estadistico:

Para el andlisis estadistico se empled el programa
estadistico SPSS version 12.0 Se utilizo estadistica
descriptiva: media, frecuencia, moda, valores maximos
y minimosy se realiz6 el test de ANOVA para evaluar
las diferencias entre los valores promedio obtenidos
entrelaCMI y CMB del total de cepas aisladas.

RESULTADOS

Durante el periodo diciembre 2002 amarzo del 2003,
se recol ectaron 132 cepas. De estas, 95 cepas (72,0%)
provenian de pacientes de consultorio externo y 37
(28,0%) de pacientes hospitalizados.

Al evaluar la susceptibilidad mediante la

Concentracién Minima Inhibitoria, encontramos una
resistenciaa Ciprofloxacinade 56% en €l total de cepas
aisladas en el estudio. Asimismo observamos que las
cepas provenientes de los pacientes hospitalizados
presentaron mayor proporcion de cepas resistentes a
Ciprofloxacina que las provenientes de los pacientes
de consultorio externo (73% vs 49%) como se muestra
en latablaN°1.

Del total de bacterias aisladas en €l estudio laCMI,
fue 128 ug/mL y la CMI,, 8 pg/mL. Las cepas
provenientes de pacientes hospitalizados presentaron
una CMI,, mayor que |as provenientes de pacientes de
consultorios externos (256 lg/mL vs 128 pg/mL), la
diferencia se acrecientaen laCMI_, donde existen tres
diluciones de diferenciaentre las cepas de pacientes de
consultorio externo y las cepas de pacientes
hospitalizados (8 pg/mL vs 64 plg/mL), como sedetalla
en latablaN°2.

La CMB,, del total debacteriasaisladasen el estudio
fuede 1024 ug/mL y laCMB_, de 16 ug/mL. Lascepas
provenientes de pacientes hospitalizados tuvieron una
CMB,, de 1024 pg/mL y una CMB,, de 256 pg/mL,
mientras que en cepas de pacientes de consultorio
externo la CMB,, fue de512 ug/mL y laCMB, fuede
8 Mg/mL. Estos resultados son detalados en latablaN° 2.

TablaN° 1. Susceptibilidad antimicrobianafrentea Ciprofloxacina de uropatdgenos aisladosde pacientesde
consultorioexternoy hospitalizado, deter minadamediante CM|

Origen de cepas Cepas % Cepas % Cepas % Total de
Sensibles Intermedias Resistentes cepas
CMI= 1pg/mL CMI =2 pg/mL CMI =4
pg/mL
Pacientes de
Consultorio 44 46,3 4.2 47 49,4 95
Externo
Pacientes
Hospitalizados 10 27 0 27 73 37
Total 54 41 3.0 74 56 132

TablaN° 2. Actividad antimicrobiana deciprofloxacinadeacuerdoal origen delascepasaisadas.

Tipo de Cepa RangodeCIP  CMI90 CMI50 CMB90 CMB50
(Mg/mL) (Mg/mL)  (ng/mL)  (pg/mL) (Mg/mL)
Pacientes del
Consultorio 0.00012 - 512 8 512 8
Externo
Pacientes
Hospitalizados 0.00024 - 1024 64 1024 256
Total 0.00012 - 1024 8 1024 16
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Al evaluar lasdiferencias mediante el Test deAnova,
entre los valores promedio delaCMI y CMB del total
de cepas aisladas, se encontré unadiferenciaaltamente
significativa (p< 0,0001).

En la tabla N° 2 se comparan los rangos de
antimicrobiano empleados para las cepas de pacientes
hospitalizados y de pacientes de consultorio externo,
ademaslasCMI, y CMI,, asicomolaCMB, y CMB,,.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio muestran un
incremento enlosnivel esderesistenciaaCiprofloxacina
con relaciéon a algunos afios atras. En nuestro medio
antes de 1990 la resistencia a fluoroquinolonas entre
las enterobacterias era rara (menor del 1%) (11),
significativamente menoresalosnivelesderesistencia
encontrados en nuestro estudio.

La diferencia se acrecienta cuando realizamos el
andlisis de resultados de susceptibilidad a
antimicrobianos mediante el método considerado como
“gold standard”. Asi en un estudio realizado por
Miyahiray col. en 1988 (12), en uropatdgenos aislados
en el Hospital Nacional Cayetano Heredia, se encontré
una CMI entre 0,008 y 0,016 pg/mL, 8000 veces
menor que el CMI,, encontrado en nuestro estudio (128
Hg/mL). Estosresultadosratifican el notableincremento
en nuestro medio, de la resistencia a Ciprofloxacina,
durante las dos Ultimas décadas.

La explicacion de estos hallazgos responde al
aumento desmedido en el uso de fluoroquinolonas en
los Ultimos afios, tanto en el ambito hospitalario como
en la comunidad, lo cua ha incrementado la presién
selectiva, favoreciendo la seleccion, adaptacion y
diseminacion de los mecanismos de resistencia al
antimicrobiano (13).

En el presente estudio, también se encontré que las
mayores cifras de resistencia a Ciprofloxacina se dan
a nivel de cepas de pacientes hospitalizados en
comparacion con las cepas de pacientes de consultorio
externo; esto se explicaria por la adquisicién de
infecciones con cepas resistentes en el ambiente
hospitalario o pacientes que presentan factores
predisponentes de infeccion adquirida en el hospital:
manipulacion uroldgica, sonda vesical, tratamiento
antibiotico previo.

La CIM que inhibio 90 y 50 % de las cepas de
consultorio externo fue de 128 pg/mL y 8 pg/mL
respectivamente, en ambos casos el antimicrobiano
se encuentra dentro de los rangos de resistencia para

€l tipo de bacterias aisladas (Resistentes. CMI > 4 pg/
mL). Cuando realizamos el mismo andlisis para cepas
de pacientes hospitalizados el 90 y 50% de las cepas
fue inhibida por la concentracién de 256 ug/mL y 64
pg/mL respectivamente por tanto con estos resultados
se observa que en pacientes hospitalizados las
concentraciones del antimicrobiano tienen que ser méas
atas parainhibir a germen aislado.

Con respecto alaConcentracion MinimaBactericida
se encontrd que el 90 % de las cepas de consultorio
externo fue eliminado por 512 pug/mL, concentracion
bastante elevada y muy lejana de los valores de
susceptibilidad. El 50% de las mismas presenté una
CMB més baja (8 ug/mL). En las cepas de pacientes
hospitalizados estos valores se incrementan
notablemente (CM B, 1024 ug/mL y CMB_ de 256 pg/
mL). Considerando que Ciprofloxacina alcanza
concentraciones méximas a nivel de orina de 400 -
500 pg/mL (17), nuestros resultados muestran que el
antimicrobiano solo alcanzarianivel es bacteriostaticos;
yaque las concentraciones maximas al canzadas por €l
antimicrobiano en un paciente que recibe Ciprofloxacina
son menores que la CMB,, (1024 y 512 pg/mL en
pacientes hospitalizados y de consultorio externo
respectivamente).

Estos resultados indican que para causar efecto
bactericida sobre la poblacion bacteriana aislada, se
reguieren concentraciones elevadas de antimicrobiano
al menos en cepas de pacientes hospitalizados.

Laliteraturaindicaquelasfluoroguinolonasen genera
son rapidamente bactericidas de 1 a4 veces el valor de
la CMI (6,14,18). Sin embargo nuestros resultados
muestran que Ciprofloxacina tiene efecto bactericida
todavia a dosis més elevadas que | os val ores obtenidos
enlaCMI. Incluso se encontrd que en unadelas cepas
aisladas de pacientes hospitalizados, laCMB excedid
en 6 diluciones el valor de la CMI, en tal sentido
podemos catalogar a esta cepa como TOLERANTE,
ya que el cociente CMB/CMI es > 32. Latolerancia
implica que el microorganismo es capaz de evadir la
accion letal del agente antimicrobiano (8).

Laelevada diferencia encontrada entre CM1 y CMB
podria responder entre otras razones a que las
fluoroquinolonas al actuar especificamente sobre el
DNA, son répidamente bactericidas y activas a bajas
concentraciones, pero a concentraciones tan altas, el
efecto bactericida disminuye como resultado
probablemente de una inhibicion de la sintesis del RNA;
sintesis necesaria para lograr un efecto bactericida
18,19,20,21,22). Algunos autores sostienen que este
efecto hace que las fluoroquinolonas sean
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considerablemente menos eficaces a concentraciones
mucho mayores que su concentraciéon minima
inhibitoria (CMI), tal como se encontro en este estudio
(20).

Laimplicanciaclinicade este hallazgo radicaen que
si consideramos a la poblacién evaluada como
inmunosuprimida, su tratamiento deberia estar basado
en antimicrobianos y dosis que tengan efecto
bactericida 'y no solo bacteriostatico a fin de evitar
tratamientos fallidos en ausencia de una respuesta
inmune eficiente que contribuyaalaerradicacion dela
infeccion. En tal sentido el uso de este antimicrobiano
en poblaciones inmunosuprimidas, deberia estar
restringida a los casos en que esté demostrada su
sensibilidad in vitro.

Los resultados del presente estudio brindan
informaci6n importante sobre el antimicrobiano y sus
caracteristicas en nuestro medio, permitiendo dilucidar
parametros no eval uados anteriormente, dgjando agunos
aspectos pendientes de investigacién tales como el
comportamiento del antimicrobiano frente a cepas de
otras muestras clinicas, comportamiento frente a
bacterias Gram positivas y estudios en pacientes
neutropénicos.

Se pone en evidencia la necesidad de implementar
monitoreos periddicos de la susceptibilidad a los
antimicrobianos de uso comun en nuestro medio,
empleando métodos cuantitativos como la
Concentracién Minima Inhibitoria y Concentracién
MinimaBactericidaparalos casos en que estéindicado.
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