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RESUMEN

Se estudié la actividad de azitromicina frente a 225 cepas de Acinetobacter baumannii aisladas consecutivamente en 26 hospitales espano-
les durante el mes de noviembre de 2000. Se determind la actividad in vitro de azitromicina mediante microdilucion, siguiendo las reco-
mendaciones del NCCLS. En 15 cepas no relacionadas clonalmente se determiné la actividad bactericida de azitromicina mediante el méto-
do de subcultivo en agar. En cinco cepas se empleé, ademas, el método de las curvas de letalidad. La CMl, y la CMl,, de azitromicina fue-
ron 32 mg/l y 64 mg/l, respectivamente. Azitromicina presentd una actividad bactericida moderada en 14 cepas evaluadas por el método
de subcultivo (CMB 1 a 4 diluciones mas elevadas que las CMI). En tres cepas, el nimero de UFC/ml se redujo entre 1y 1,4 log en presen-
cia de concentraciones de azitromicina equivalentes a 1 y 4 veces su CMI. Se concluye que azitromicina posee una moderada actividad bac-
tericida frente a las cepas de A. baumannii estudiadas.
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In vitro activity of azithromycin against clinical isolates
of Acinetobacter baumannii

SUMMARY

The activity of azithromycin against 225 clinical strains of Acinetobacter baumannii isolated consecutively from 26 Spanish hospitals in
November 2000 was studied. The MICs of azithromycin were determined by microdilution, according to the NCCLS guidelines. The bacte-
ricidal activity of azithromycin against 15 clonally unrelated A. baumannii strains with different antimicrobial susceptibility patterns was tested
using the subculture method. The killing-curves method was also performed against five strains with different susceptibility to azithromycin.
The MIC,, and MIC,, of azithromycin were 32 and 64 mg/l, respectively. Moderate bactericidal activity was observed in 14 out of the
15 strains evaluated by the subculture method (MBCs from 1 to 4 dilution steps higher than the MICs) and by the killing-curve method. For
three strains the number of CFU/ml was reduced 1 to 1.4 log by concentrations of azithromycin equivalent to 1 and 4 times their MICs. It
is concluded that azithromycin has moderate bactericidal activity against the strains of A. baumannii evaluated.
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INTRODUCCION

El género Acinetobacter incluye al menos 21 genoespe-
cies, de las que Acinetobacter baumannii es la que posee
mayor relevancia clinica, principalmente en pacientes con
enfermedades de base graves que ingresan en la UCI (1).
En la dltima década se ha producido un notable aumento de
las tasas de resistencia de A. baumannii a los antimicrobia-
nos, incluidos los de amplio espectro (cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion, carbapenemes, aminoglucési-
dos y fluoroquinolonas) (2, 3). Los carbapenemes y el sul-
bactam son eficaces para el tratamiento de las infecciones
causadas por cepas de A. baumannii multirresistentes (4,
5). Sin embargo, cada vez se aislan con mayor frecuencia
cepas de A. baumannii resistentes a los carbapenemes o el
sulbactam, por lo que las opciones terapéuticas se reducen
drésticamente a compuestos muy toxicos (polimixinas) o a
asociaciones de carbapenemes o sulbactam mas un amino-
glucésido (tobramicina o amikacina) (6, 7).

Diversos estudios realizados tanto in vitro como en mo-
delos de experimentacién animal han demostrado que las
nuevas fluoroquinolonas (por ejemplo clinafloxacino y le-
vofloxacino), rifampicina, doxiciclina y fosfomicina, solas
0 en asociacidon con otros antimicrobianos, son activas
frente a cepas multirresistentes de A. baumannii, pero su
eficacia adn no ha sido evaluada en humanos (8-12).

Todo lo anterior hace necesaria la bisqueda de nuevos
antimicrobianos o combinaciones con actividad frente a las
cepas multirresistentes de A. baumannii.

La azitromicina es un macrélido (azalido) con 15 ato-
mos en su anillo lacténico macrociclico que inhibe la sin-
tesis de proteinas en las bacterias mediante su unién a la
subunidad 50S de los ribosomas. Es activa frente a bacte-
rias grampositivas, algunas bacterias gramnegativas (Hae-
mophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Campylobac-
ter spp., Neisseria spp.) y, sobre todo, frente a patégenos
intracelulares (Chlamydia, Mycoplasma, Legionellay Ricket-
tsia). Posee, en cambio, una baja actividad frente a entero-
bacterias y bacilos gramnegativos no fermentadores (13).
Algunos estudios realizados in vitro han demostrado que la
azitromicina tiene actividad bactericida frente a A. bauman-
nii, incluyendo cepas resistentes a los carbapenemes y con
sensibilidad intermedia a ampicilina-sulbactam (14, 15).

El objetivo de este estudio fue evaluar la actividad bac-
teriostatica y bactericida de la azitromicina frente a aisla-
mientos clinicos de A. baumannii.

MATERIAL Y METODOS
Cepas bacterianas

Se evaluaron 225 cepas de A. baumannii cedidas por el
Grupo de Estudio de Infecciéon Hospitalaria (GEIH). Las
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cepas se aislaron durante el mes de noviembre de 2000 en
26 hospitales espafioles (16).

En las pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos se
utilizaron como controles Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y Staphylococcus
aureus ATCC 29213.

Los aislamientos se conservaron en caldo de soja y trip-
ticasa (Difco, Detroit, EE.UU.), con un 10% de glicerol, a
—80 °C hasta su utilizacién.

Identificacion y tipificaciéon
de A. baumannii

La identificacion de las cepas de A. baumannii se rea-
liz6 mediante pruebas fenotipicas (tincién de Gram, prueba
de la oxidasa y pruebas bioquimicas convencionales) y
mediante ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis) (17).

Las cepas se tipificaron genotipicamente mediante elec-
troforesis en campo pulsante (PFGE) siguiendo el método
desarrollado por Allardet Servent y cols. (18). Se conside-
raron pulsotipos distintos los patrones de restriccién que se
diferenciaron en tres o mds bandas de DNA.

Actividad bacteriostatica de azitromicina

Las CMI de azitromicina (Pfizer, Madrid, Espafia) se
determinaron mediante microdilucién en caldo Mueller-
Hinton (Difco) ajustado con cationes, siguiendo las reco-
mendaciones del NCCLS (19). El rango de concentracio-
nes de azitromicina evaluado fue de 256 mg/l a 0,125 mg/I1.

Actividad bactericida de azitromicina

La actividad bactericida de azitromicina se determiné
usando la técnica de subcultivo en agar sin antimicrobiano
y mediante el método de las curvas de letalidad (20). En el
método de subcultivo se evaluaron 15 cepas de A. bau-
mannii no relacionadas clonalmente, que representan los
fenotipos de sensibilidad antimicrobiana mas frecuentes.
Los subcultivos se realizaron en agar Mueller-Hinton.

La actividad de azitromicina se considerd bactericida
cuando la CMB fue al menos una dilucién superior a la
CML. Con el método de las curvas de letalidad se estudia-
ron cinco cepas no relacionadas clonalmente y con distinta
sensibilidad a la azitromicina. Se evaluaron tres concentra-
ciones de azitromicina equivalentes a 0,25, 1 y 4 veces la
respectiva CMI de azitromicina. Los recuentos de bacterias
viables se realizaron a las 0, 8 y 24 horas de incubacién,
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mediante subcultivo en agar Mueller-Hinton. La actividad
de azitromicina se considerd bactericida cuando el ndmero
de UFC/ml se redujo mas de 2 log respecto del control sin
azitromicina.

RESULTADOS

Las CMI de azitromicina variaron entre <0,125 mg/l y
2512 mg/l. La CMI, y la CMI,, de azitromicina fueron 32
mg/l y 64 mg/l, respectivamente.

Los valores de CMB de azitromicina obtenidos median-
te subcultivo en agar Mueller-Hinton sin antimicrobiano se
recogen en la Tabla 1. En 14 de las 15 cepas evaluadas la
CMB de azitromicina fue dos (n=8), cuatro (n=2) o mas
de cuatro veces superior (n=4) a la CMI. En seis de las
siete cepas en que la CMB de azitromicina fue dos veces
superior a la CMI, este ultimo valor era 232 mg/I1.

En la Fig. 1 se presentan los resultados obtenidos me-
diante curvas de letalidad para azitromicina frente a cinco
cepas de A. baumannii. Como puede observarse, el niime-
ro de UFC/ml obtenido con las tres concentraciones de azi-
tromicina evaluadas se redujo menos de 2 log respecto al
recuento realizado en ausencia de azitromicina (control).
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Tabla 1. Actividad bacteriostatica (CMI) y bactericida
(CMB) de azitromicina frente a 15 cepas de A. baumannii.

Azitromicina
A. baumannii CMI (mg/1) CMB (mg/1)
243 2 4
245 2 32
225 32 64
232 32 32
204 64 128
229 64 128
200 64 128
240 64 >256
211 32 >256
186 64 128
189 64 128
205 64 128
193 32 128
202 32 128
218 32 >256

En las cepas Ab 1, Ab 39 y Ab 2 (CMI de azitromicina 32,
64 y 256 mg/l, respectivamente) el nimero de UFC/ml se
redujo entre 1 y 1,4 log para concentraciones de azitromi-
cina equivalentes a uno y cuatro veces la CMI de azitromi-
cina. En cambio, en las cepas Ab 3 y Ab 30 (CMI de azi-

10 - A. baumannii 1 10 4 A. baumannii 2 10 - A. baumannii 3
(CMI de azitromicina (CMI de azitromicina (CMI de azitromicina
32 mg/l) 256 mgl/l) 2 mg/l)
E 91 E 91 E 91
O O O
I L e
] -} o]
o) o)) o)
9 8- 9 8- 9 8-
k.
7 T T 1 7 T T 1 7 T T 1
0 8 16 24 0 8 16 24 0 8 16 24
t (horas) t (horas) t (horas)
10 A. baumannii 30 10 q A. baumannii 39
(CMI de azitromicina (CMI de azitromicina
0,5 mg/l) 64 mg/l)
E 9. E 9. —e— Control
&) (&) —— 0,25 x CMI
I I
- 2 —o— 1 xCMI
o o
S 84 S 8- —— 4xCMI
7 T T 1 7 T T 1
0 8 16 24 0 8 16 24
t (horas) t (horas)

Figura 1. Curvas de letalidad para azitromicina en cinco cepas de A. baumannii con distinta sensibilidad.



2003; Vol. 16 (N° 2)

tromicina 2 y 0,5 mg/l, respectivamente) el nimero de
UFC/ml se redujo entre 0,1 y 0,8 log.

DISCUSION

En las dltimas décadas se ha producido un aumento cre-
ciente en la resistencia de A. baumannii, causado probable-
mente por el uso indiscriminado de antimicrobianos de am-
plio espectro. Los carbapenemes y el sulbactam constituyen
el tratamiento de eleccién en las infecciones por A. bau-
mannii multirresistente, pero la aparicién de cepas de A.
baumannii resistentes a estos farmacos ha hecho necesaria
la busqueda de nuevos antimicrobianos o asociaciones de
ellos con actividad frente a este tipo de cepas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio, en con-
cordancia con lo observado por otros autores, indican que
la azitromicina posee escasa actividad bacteriostatica fren-
te a A. baumannii (3, 15).

Las CMI, y CMI,, de azitromicina fueron superiores
(32 y 64 mg/l, respectivamente) a los puntos de corte que
el NCCLS establece para este antimicrobiano en otros mi-
croorganismos como Haemophilus spp. (<8 mg/l para la
categoria sensible), lo que sugiere una limitada utilidad cli-
nica de azitromicina frente a A. baumannii. Ademas, las
concentraciones histicas de azitromicina suelen ser inferio-
res a 5 mg/l (a pesar de que se acumula entre diez y cien
veces en el interior de las células histicas, leucocitos y es-
pacios intersticiales), una concentracién que estd muy por
debajo de los valores de CMI observados, sobre todo en los
casos en que éstos son de 64 mg/l o0 256 mg/l (21, 22).

Nuestros datos indican, ademads, que la azitromicina (a
las concentraciones evaluadas) posee moderada o baja acti-
vidad bactericida (el niimero de UFC/ml se redujo entre 0,1
y 1,4 log en presencia de azitromicina), hecho que también
se ha observado en otros estudios (15).

Aunque en P. aeruginosa y Proteus mirabilis se ha ob-
servado que concentraciones de azitromicina inferiores a su
CMI inhiben la expresién de factores de virulencia (23), en
A. baumannii ain no se han realizado estudios que valoren
esta posibilidad.

El estudio de la actividad de azitromicina en cepas de
A. baumannii con mecanismos de resistencia caracteriza-
dos puede ayudar a comprender frente a qué tipo de cepas
puede ser 1itil este macrdlido.

En conclusién, azitromicina posee escasa actividad an-
timicrobiana ftente a los aislamientos de A. baumannii eva-
luados.
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