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Introduccion. Ante el incremento de aislados de Pseu-
domonas aeruginosa multirresistentes en la Unidad de Cui-
dados Intensivos (UCI) del Hospital Clinico San Carlos de
Madrid y para determinar la posibilidad de que se tratase de
un brote epidémico causado por la diseminacion de una
Unica cepa, se recogieron 12 muestras consecutivas de dis-
tintos pacientes que fueron identificadas y a las que poste-
riormente se determind su sensibilidad a los antibioticos
utilizados habitualmente para el tratamiento de las infec-
ciones producidas por este microorganismo.

Métodos. Mediante la amplificacion de secuencia basada
en la reaccion en cadena de la polimerasa (repetitive sequen-
ce-based polymerase chain reaction, rep-PCR) se determing la
relacion clonal entre los aislados utilizando los primers BOX'y
ERIC y se estudio la actividad in vitro frente a estas cepas de
colistina, rifampicina, doxiciclina y azitromicina para determi-
nar en qué casos la combinacion de colistina con alguno de los
otros tres antibioticos presentaba actividad sinérgica.

Resultados. Los estudios de sensibilidad apuntan a la pre-
sencia de varias cepas de P. aeruginosa como responsables de
las infecciones respiratorias producidas por este microorganismo
en la UCI, hecho que fue corroborado mediante los estudios
clonales realizados. En los estudios de sinergia las asociaciones
de colistina con doxiciclina y con azitromicina presentaron ac-
tividad sinérgica para alguno de los aislados.

Discusion. Los resultados de los estudios clonales reve-
lan la presencia de cinco clones diferentes entre los aislados
seleccionados, por lo que podemos concluir que no se trata
de un brote de P. aeruginosa en la UCI. La actividad sinérgi-
ca de la asociacion de colistina con azitromicina, doxiciclina
y rifampicina ha sido menor de la esperada y se observa un
elevado porcentaje de resultados indiferentes.
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In vitro activities of colistin combinations
against Pseudomonas aeruginosa isolated
from the intensive care unit

Introduction. As the number of multidrug-resistant
strains of Pseudomonas aeruginosa has risen in the in-
tensive care unit (ICU) of the San Carlos Clinic Hospital,
12 consecutive isolates from different patients were collec-
ted to determine the possibility of an epidemic outbreak
caused by the spread of a single strain. We determined
the antimicrobial susceptibility to the most common
agents used in the treatment of infections caused by this
bacteria. The results of susceptibility studies suggest that
different strains of P. aeruginosa are responsible for the
respiratory tract infections in ICU.

Methods. The clonal relationship between the isola-
tes using was determined using BOX and ERIC primers
by means of repetitive sequence-based polymerase chain
reaction (rep-PCR). The in vitro activity of these strains
against colistin, rifampicin, doxicycline and azythromy-
cin was studied to determine in which cases the combi-
nation of colistin with any of the other three antibiotics
was synergistic.

Results. Sensitivity studies point out the presence of
several strains of P. aeruginosa as the causal agents of
respiratory infections produced by this microorganism in
the ICU. Combinations of colistin with doxycicline and
colistin with azithromycin were synergistic for some iso-
lates in the synergy studies.

Discussion. Clonal studies reveal the presence of five
different clones among our isolates. Therefore we can
conclude that there was no outbreak of P. aeruginosa in
the ICU. Synergistic activity of combinations of colistin
plus azithromycin, colistin plus doxicycline and colistin
plus rifampicin was less than expected and a high per-
centage of indifferent results was observed.
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INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales agen-
tes de la infeccion nosocomial. Estd asociado a infecciones
complicadas del tracto respiratorio o bacteriemias con altos
indices de mortalidad y dificiles de tratar ya que los antibio-
ticos antipseudomonas son limitados (algunos betalactami-
cos, aminoglucosidos, quinolonas y polimixinas como ultimo
recurso)'. Ademas P. aeruginosa presenta una marcada ca-
pacidad para adquirir nuevas formas de resistencia, bien por
mutaciones, bien por adquisicion de nuevos genes®. Con fre-
cuencia estos mecanismos aparecen simultaneamente, dando
lugar a fenotipos multirresistentes, de lo que se deduce la im-
portancia de los estudios de sensibilidad en la practica clinica®.

El numero de cepas de P. aeruginosa multirresistentes se
ha incrementado notablemente en los ultimos afos y la ac-
tividad de los antibidticos de amplio espectro frente a ellas
es cada vez menor, por lo que cada vez con mas frecuencia
se hace necesario rescatar antibioticos del arsenal terapéu-
tico, como colistina, rifampicina o doxiciclina. Las combina-
ciones de estos antibidticos, especialmente con colistina,
parecen una buena alternativa frente a los aislados multi-
rresistentes®.

La antibioterapia combinada es la utilizacion de mas de
un agente antimicrobiano en el tratamiento de una infec-
cion con el fin de prevenir la emergencia de mutantes resis-
tentes o buscando el efecto sinérgico.

El objetivo de este estudio fue establecer la relacion clo-
nal entre distintos aislados de P. aeruginosa multirresisten-
tes obtenidos de muestras respiratorias consecutivas de la
UCI del Hospital Clinico San Carlos y determinar la actividad
microbiologica in vitro de varias combinaciones de antibio-
ticos frente a este microorganismo.

MATERIAL Y METODOS
Seleccion de cepas y estudios de sensibilidad

Se seleccionaron 12 aislados de P. aeruginosa de mues-
tras respiratorias recogidas entre septiembre y octubre de
2006 procedentes de pacientes ingresados en la UCI del
Hospital Clinico de Madrid. Las cepas se consideraron multi-
rresistentes cuando mostraban resistencia a tres o mas de
los siguientes grupos de antimicrobianos de amplio espec-
tro: ureidopenicilinas, cefalosporinas, carbapenemas, quino-
lonas y aminoglucosidos®.

Mediante el método automatizado de microdilucion Wi-
der® (F. Soria Melguizo, Madrid) se identificaron los aislados
y se determino su concentracion minima inhibitoria (CMI) a
los antibioticos mas utilizados en el tratamiento de P. aeru-
ginosa; estos valores se confirmaron (como sensibles o re-
sistentes) mediante el método de difusion en discos (Oxoid,

Basingstoke, UK). La sensibilidad a colistina, rifampicina, do-
xiciclina y azitromicina se llevé a cabo con E-test” (A. B.
Biodisk, Solna, Suecia) y microdilucion en caldo siguiendo
en todos los casos los criterios establecidos por el Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) (anteriormente Comité
Nacional para la Normalizacion de Laboratorios Clinicos,
NCCLS)E.

Caracterizacion genotipica

La relacion clonal entre los aislados se llevo a cabo me-
diante amplificacion de secuencia basada en la reaccion
en cadena de la polimerasa (repetitive sequence-based
polymerase chain reaction, rep-PCR) en las condiciones
descritas por Syrmis et al.”. ERIC-PCR y BOX-PCR se reali-
zaron por separado con el fin de detectar diferencias en el
numero y la distribucidon de estas secuencias en el genoma
bacteriano.

Para minimizar errores se utilizd el sistema de extraccion
de ADN con silice magnética EasyMag (Biomerieux) siguien-
do las instrucciones del fabricante y los ensayos de PCR se
realizaron en tubos Ready-To-Go (GE Healthcare, Bucking-
hamshire, UK) utilizando en todos los casos 50 ng de ADN
purificado como molde.

El producto de la PCR se analizo en un gel de agarosa al
1,5% (w/v) y se fotografio bajo luz ultravioleta®.

Los patrones obtenidos se analizaron visualmente y se si-
guieron los criterios establecidos por la Sociedad Espaiiola
de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica® para
establecer la relacion entre los distintos aislados.

Estudios de sinergia

La actividad de las combinaciones de antibioticos que se
deseaba estudiar se realizd mediante el método del tablero
de ajedrez, que es la técnica empleada con mas frecuencia
para este tipo de ensayos. Se utiliza una placa microtiter en la
que se efectian multiples diluciones de los antibioticos que
hay que testar en concentraciones superiores, iguales e infe-
riores a la CMI para cada microorganismo testado. Se utilizd
caldo Miieller-Hinton (Oxoid) suplementado segun los crite-
rios del CLSI® y un indculo de 5x10% UFC/ml.

El indice fraccional de concentracion inhibitoria (FICI) se
calculo a partir de la suma de las fracciones de las concen-
traciones inhibitorias de acuerdo con la formula siguiente:
CMI antibiotico B combinado

CMI antibiotico B solo

CMI antibiotico A combinado
CMI antibiotico A solo

Los resultados obtenidos fueron categorizados de la si-
guiente forma: FIClI <0,5, sinérgico; 0,5<FIClI<1, parcial-
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Tabla 1 | Sensibilidad de los 12 aislados de P. aeruginosa incluidos en el estudio mediante sistema
automatizado de microdilucion en caldo
’ o o s : Piperazina- .. . T o e
Aislado  Gentamicina Tobramicina Amikacina Imipenem Meropenem Ciprofloxacino  Ceftazidima Fosfomicina Colistina
tazobactam

1 R R R R R R R R S S
2 S S S R R R R R R S
3 R R S R | R R R S S
4 R R R R R R R R R S
5 S S S R R R R R R S
6 R R R R R R R R R S
7 R R R R R R R R R S
8 R R R R R R R R R S
9 R R R R R R R R S S
10 R R R R R R R R R S
11 R R R R R R R R R S
12 R R R R R R R R R S

mente sinérgico; FICI=1, aditivo; 1<FICl =4, indiferente;
FICI>4, antagonico'®.

RESULTADOS
Estudios de sensibilidad

Los estudios de sensibilidad utilizando el sistema comercial
de microdilucion en caldo WIDER (F. Soria Melguizo, Madrid)
mostraron que, de las 12 cepas seleccionadas, 2 (16,6%) fue-
ron sensibles a todos los aminoglucosidos y colistina, 2 (16,6
%) a fosfomicina y colistina, 7 (58,3%) solo a colistinay 1 a
amikacina, fosfomicina y colistina, con una sensibilidad inter-
media a meropenem (tabla 1).

Los valores de CMI por microdilucion en caldo para co-
listina, rifampicina, doxiciclina y azitromicina (tabla 2) se
comprobaron con E-test, obteniéndose pequerias discre-
pancias con ambos métodos resultaron los valores obteni-
dos mediante E-test; ligeramente superiores en todos los
asos.

Caracterizacion genotipica

Mediante rep-PCR se pudo comprobar la existencia de
varios clones entre nuestros aislados. Utilizando ERIC-PCR
se distinguieron tres grupos: los aislados 1, 3, 9y 11 estarian
en el mismo grupo, 2, 4,5,7,8, 10y 12 integrarian otro; y el
aislado 6 no se podria incluir en ninguno de los anteriores.

Mediante BOX-PCR encontramos cuatro grupos dife-
rentes: los aislados 1, 3, 9 y 11 serian genotipicamente
iguales, el 4, 6, 8, 10 y 12 iguales entre si, el 5y 7 forma-
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rian otro grupo y el aislado 2 seria diferente a todos las
anteriores.

Integrando los datos obtenidos con los dos cebadores te-
nemos cinco clones: los aislados 1, 3,9, 11 pertenecerian al
mismo clon; 4, 8, 10, 12 serian otro clon diferente; 5y 7 se
agruparian en otro clon distinto de los anteriores; el aislado
2 seria diferente a los anteriores; y el aislado 6 corresponde-
ria a un clon diferente a los 4 anteriores.

Tabla 2 Concentraciones minimas
inhibitorias obtenidas mediante
microdilucion en caldo para los
12 aislados de P. aeruginosa
incluidos en el estudio
Concentracion minima inhibitoria

Aislado

Colistina Rifampicina Doxiciclina Azitromicina
1 1.5 16 16 4
2 1,5 16 32 64
3 1 16 16 4
4 1 16 32 >256
5 1 16 32 64
6 1 16 128 32
7 1 32 32 64
8 1 16 64 32
9 1 16 64 16
10 1 16 64 128
11 0,75 16 16 128
12 1 8 32 >256
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Tabla 3 Resultados de los ensayos Tabla 4 Resumen de los estudios
de sinergia para las diferentes de sinergia
combinaciones de antimicrobianos
estudi.adas frente a los 12 aislados Niimero de aislados (%)
seleccionados
Combinacion .
Parcial- .
Combinacié it Sinérai ; Aditi Indi-  Anta-
Aislado om |nac.|0.n antibiotica FICI Interpretaci(')n Inergico .m’en IE ITIvo e g(')l‘liCO
de colistina + sinérgico
1 Azitromicina 2 Indiferente Colistina +
Rifampicina 1,1 Indiferente azitromicina  1(8,3%) 2(16,6%) 0(0%) 9 (75%) 0 (0%)
Doxiciclina 0,88 Parcialmente sinérgica Colistina +
2 Azitromicina 1,3 Indiferente rifampicina ~ 0(0%) 2 (16,6%) 1(8,3%) 9 (75%) 0 (0%)
Rifampicina 1,7 Indiferente Colistina +
Doxiciclina 0,9  Parcialmente sinérgica doxiciclina  1(8,3%) 8 (66,6%) 1(8,3%) 2(16,6%) 0 (0%)
3 Azitromicina 1,5 Indiferente
Rifampicina 1.2 Indiferente
Doxiciclina 1.1 Indiferente ) o ] o o
4 Aeftranieie 15 (el azitromicina (aislado 9) y otra para colistina con doxiciclina
Rifampicina 1.8 Indiferente (aislado 10) (tabla 3).
Doxiciclina 1,1 Indiferente . ) o o
5 i e 09  Parcialmente sinérgica .EI mayor éxito se.obtuvo al asociar collstoma con doxici-
Rifampicina 12 Indiferente clina: 8 de Ios.12 alslad0§ §n§ayados (66,6 %) pre_senta_ron
Derdatlfine 08 Parcialmente sinérgica un efecto parc!a_lment'e sinergico, otro p_res_ento sinergia y
. . . otro efecto aditivo; sélo el 16,6% fue indiferente a esta
6 Azitromicina 1,6 Indiferente . . . oo,
) n . L combinacion (tabla 4). Los aislados 3 y 4 fueron los (nicos
Rifampicina 09 Parcialmente sinérgica N . L
- . s para los que la combinacion de colistina con doxiciclina re-
Doxiciclina 0,8 Parcialmente sinérgica 1t6 indif t
7 Azitromicina 1.9 Indiferente sulto inditerente.
Ifampicina 1.0 Aditiva TR e . .
L . L La combinacion in vitro de colistina con rifampicina fue
Doxiciclina 0,6 Parcialmente sinérgica ..
i " . indiferente en el 75% de los casos (9 cepas) y no se presen-
8 Azitromicina 1,2 Indiferente . . . .
: o ) ta sinergia en ninguno de los aislados (tabla 4).
Rifampicina 14 Indiferente
io_x'md'_n_a v :)a(;_cf'almente sinergiea La asociacion de colistina con azitromicina resulto sinér-
E il 1.7 Indferente gica para 1 de los aislados (cepa 10) y parcialmente sinérgi-
lea.m.p|.cma 09 Pfarmallmente sinérgica ca en otros 2 casos (cepas 5y 11).
Doxiciclina 0,4 Sinérgica
10 Azitromicina 04 Sinérgica
Rifampicina 1.1 Indiferente D|SCUS|()N
Doxiciclina 0,9 Parcialmente sinérgica
11 A.zitrorr.li?ina 09 Par.cialmente sinergica Las bacterias gramnegativas multirresistentes son un im-
Rifampicina L1 Indiferente portante problema emergente a nivel mundial. Resulta ne-
Doxiciclina 07 Parcialmente sinérgica cesaria la presencia de nuevos antimicrobianos para tratar
12 Azitromicina 1.6 Indiferente las infecciones causadas por estas bacterias, pero la investi-
Rifampicina 1.6 Indiferente gacion actual no anticipa la presencia de ningun antibiotico
Doxiciclina 1,0 Aditiva

FICI: indice fraccional de concentracion inhibitoria.

Estudios de sinergia

Las combinaciones de antibidticos ensayadas no mostra-
ron la actividad deseada; tan solo dos cepas presentaron ac-
tividad sinérgica: una para la asociacion de colistina con

192

prometedor en un futuro cercano. Por esta razon antimicro-
bianos que habian caido en desuso han sido rescatados para
tratar bacterias multirresistentes como medida de conten-
cion mientras se desarrollan nuevos antibioticos™.

P. aeruginosa es un importante patogeno nosocomial
causante de elevadas tasas de morbimortalidad e infeccio-
nes dificiles de tratar debido a que las opciones terapéuticas
son escasas y con frecuencia toxicas. En el caso que nos
ocupa tanto los estudios realizados mediante PCR (primers
ERIC y BOX) como los perfiles de sensibilidad encontrados
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nos indican la presencia de varios clones distintos. Los resul-
tados de las PCR muestran cinco clones diferentes entre las
muestras seleccionadas; por tanto no hay una Unica cepa de
P. aeruginosa multirresistente responsable de las infeccio-
nes detectadas en la UCI durante el periodo de estudio.

La colistina es un antimicrobiano perteneciente al grupo
de las polimixinas descubierto hace mas de 50 afios'". Actua
fundamentalmente sobre la pared celular de las bacterias
gramnegativas causando cambios en la permeabilidad de la
membrana citoplasmatica y finalmente la muerte celular. Se
utiliza en terapia parenteral, pero su uso es limitado a causa
de su nefrotoxicidad''3. En la bibliografia aparecen refe-
rencias frecuentes a la potente actividad de este antibiotico
frente a P. aeruginosa, asi como a Stenotrophomonas mal-
tophilia y Acinetobacter baumannii®. Estos datos concuer-
dan con los obtenidos en este estudio, en el que el 100% de
los aislados fue sensible a colistina, sequido por amikacina,
tan solo con un 25% de cepas sensibles.

En muchas ocasiones, y basandose en los resultados de
sensibilidad, la monoterapia antibacteriana es la opcion es-
cogida; aparecen en algunos casos fallos en el tratamiento.
El sinergismo entre dos o mas antibioticos es una in-
teraccion positiva que supone que la combinacion de los
dos antimicrobianos da lugar a un efecto significativamente
mayor al esperado teniendo en cuenta el efecto individual;
por esta razdn azitromicina, rifampicina o doxiciclina, que
por si solas no serian activas frente a P. aeruginosa, se han
ensayado en terapia combinada con colistina para eviden-
ciar una posible actividad sinérgica.

Los estudios de sinergia realizados previamente por otros
autores*>'2 han mostrado que la combinacion de colistina
mas rifampicina era la mas efectiva de todas las ensayadas,
pero solo frente a un bajo porcentaje de aislados.

En nuestro estudio ninguna de las asociaciones ensayadas
presento un resultado claramente satisfactorio. Las diferen-
tes asociaciones de antibioticos presentaron un resultado in-
diferente frente a la mayoria de los aislados seleccionados;
tan sdlo en algun caso al combinar colistina con doxiciclina'y
con azitromicina se observo actividad sinérgica.

A la vista de los resultados obtenidos, y teniendo en
cuenta los trabajos previos sobre el tema, concluimos que
no existe una combinacion antibiotica optima para el trata-
miento de P. aeruginosa multirresistente, por lo que debera
considerarse cada caso aisladamente.
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