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RESUMEN baumannii, although there is no consensus on the cutoffs or

Introduccion: Tigeciclina puede suponer una alternativa
terapéutica para el control de Acinetobacter baumannii mul-
tirresistente, si bien no existe consenso en cuanto a los puntos
de corte de sensibilidad ni a la variabilidad de su concentracion
minima inhibitoria (CMI) en funcion del medio de cultivo vy ti-
ras para realizar el antibiograma frente a este microorganismo
por el método de difusion cuantitativa. Por ello, el objetivo ha
sido verificar dicha variabilidad, asi como proponer la tira de
epsilometer test que mds se aproxime al método estandar.

Material y métodos: Se seleccionaron 38 cepas de A.
baumannii. Se analizo su sensibilidad frente a tigeciclina con
dos tiras comerciales diferentes (E-TEST y Liofilchem). Las CMIs
se compararon con las obtenidas mediante la técnica estandar
de microdilucion en caldo.

Resultados: Las CMIs obtenidas con la tira Liofilchem fue-
ron las que mas similitud tuvieron frente al método estandar.

Conclusiones: En las dos tiras estudiadas, se observan
CMIs superiores al estandar, lo que supone interpretar fal-
sas resistencias en muchos casos. No obstante, la tira que se
aproxima mas al de referencia es la de Liofilchem.

Palabras clave: Tigeciclina, Acinetobacter baumannii, CMI, método de difu-
sion cuantitativa, sensibilidad

Evaluation of the variability in the susceptibility
of Acinetobacter baumannii to tigecycline in the
same medium with two methods of quantitative
diffusion different commercial

ABSTRACT

Introduction: Tigecycline may be a therapeutic alter-
native for the control of multidrug-resistant Acinetobacter
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susceptibility to the variability of the minimum inhibitory con-
centration (MIC) according to the culture medium and strips
for the antibiogram against this microorganism by quantitati-
ve diffusion method. Therefore, the objective was to verify this
variability and propose epsilometer test strip that more closely
resemble to the standard method.

Material and methods: 38 strains of A. baumannii were
selected and evaluated their susceptibility to tigecycline with
two different commercial strips (E-TEST and Liofilchem). MICs
were compared with those obtained by the standard technique
of microdilution broth.

Results: MICs obtained by the Liofilchem strip were mo-
re similar to standard method than those obtained by E-TEST
strips.

Conclusion: In the two studied strips, higher MICs to tho-
se obtained by the standard method were observed leading to
false-positive tigecicline resistance in many cases. However,
the Liofilchem strip showed the results more closely resemble
to the standard method.

Keywords: Tigecycline, Acinetobacter baumannii, CMI, quantitative diffu-
sion method, susceptibility

INTRODUCCION

El aumento mundial y gradual de la resistencia a antimi-
crobianos esta amenazando la capacidad de tratar eficazmente
a los pacientes. Los patogenos resistentes estan aumentando
de forma alarmante sobre todo en el drea hospitalaria, mien-
tras que las opciones terapéuticas estan disminuyendo’. Acine-
tobacter baumannii esta considerado como uno de los princi-
pales microorganismos relacionado con la infeccion nosoco-
mial, afecta fundamentalmente a pacientes con enfermedades
subyacentes graves, sometidos a cirugia, distintos tipos de
manipulaciones, procedimientos invasivos, uso previo de anti-
bioticos de amplio espectro e ingresos hospitalarios prolonga-
dos, incluyendo estancia en Unidades de Cuidados Intensivos
(UCI)/Reanimacion® Es un cocobacilo gramnegativo, aerobio
estricto, no fermentador, catalasa positivo, oxidasa negativo e
inmovil. Posee pocos determinantes de patogenicidad pero se
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comporta con virulencia en situaciones en las que el paciente
se encuentra sometido a intervenciones médicas invasivas. En
estos pacientes es responsable de una elevada mortalidad aso-
ciada fundamentalmente en casos de neumonia en pacientes
con ventilacion mecanica y en casos de bacteriemias por este
microorganismo?®. Otras infecciones relacionadas con A. bau-
mannii son las de piel y tejidos blandos, urinarias, endocarditis
y meningitis®. El principal problema de este microorganismo
radica en la gran capacidad de adquirir resistencias, existiendo
cepas en las que a veces no se encuentra sensibilidad a ningun
antibiotico habitualmente utilizado para gramnegativos®®.
Por ello cualquier nuevo antibiotico debe ser testado frente a
este microorganismo, uno de los mas resistentes en infeccio-
nes nosocomiales. Su multirresistencia es aprovechada por A.
baumannii para colonizar e infectar a pacientes sometidos a
gran presion antibidtica, como son los enfermos de UCI. Otro
factor que ayuda a su expansion en estas unidades es su capa-
cidad para sobrevivir durante largos periodos en el medio am-
biente®. El concepto de multirresistencia se define como la re-
sistencia a mas de dos de los siguientes grupos de antibioticos:
cefalosporinas antipseudomonicas (cefepime, ceftazidima),
carbapenemes antipseudomonicos (meropenem, imipenem),
fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino), aminogluco-
sidos (gentamicina, tobramicina, amikacina) o sulbactam?. Por
ello, se plantea la necesidad de la busqueda de nuevas alterna-
tivas terapéuticas que permitan mejorar el control sobre este
microorganismo. Tigeciclina es el primero de una nueva clase
de antibioticos (glicilglicinas) que actua inhibiendo la sinte-
sis proteica, presentando actividad bacteriostatica. Tiene una
excelente actividad frente a Staphylococcus aureus resisten-
te a meticilina (SARM), bacilos gramnegativos productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y A. baumannii
multirresistente™. Se usa para el tratamiento de infecciones
complicadas de piel y tejidos blandos e infecciones intraabdo-
minales complicadas®'y se ha utilizado en el tratamiento de
infecciones respiratorias bacterianas debido a su amplio espec-
tro de accion y a su buena perfusion en el tejido pulmonar, por
ello esta siendo evaluado para el tratamiento de neumonias
hospitalarias y comunitarias®®'°. Numerosos estudios han ob-
tenido resultados prometedores utilizando tigeciclina para el
tratamiento de las infecciones invasivas por A. baumannii en
UCls, sin embargo otros mas recientes han publicado altos in-
dices de resistencias entre sus cepas®''-'*. El objetivo propuesto
ha sido verificar la variabilidad de la CMI de tigeciclina frente
a A. baumannii utilizando dos tiras para métodos de difusion
cuantitativos diferentes, E-test de bioMeérieux (T1) y Liofilchem
de Izasa (T2) sobre un mismo medio de cultivo convencional,
respecto al método de referencia (ME) de microdilucion en cal-
do.

MATERIAL Y METODOS

Se han seleccionado 38 cepas multirresistentes de A. bau-
mannii, una por paciente, recogidas aleatoriamente de mues-
tras del Hospital Universitario Reina Sofia de Cordoba, durante
los afios 2008-2010.

Muestras: La procedencia de las muestras era: 36 (94,7%)
intrahospitalarias, de las que provenian de UCI 26 (68,4%), de
Medicina Interna y Neumologia 3(7,9%) respectivamente, de
Pediatria, Nefrologia, Cirugia general y Neurologia 1 (2,6%)
respectivamente y 2 (5,3%), extrahospitalarias.

Las muestras se distribuyeron en: sangre 12 (31,6%), BAS
9 (23,7%) esputo 7 (18,4%), exudado purulento 4 (10,5%), ca-
téter y exudado faringeo 2 (5,3%) respectivamente y liquido
pleural y exudado nasofaringeo 1 (2,6%), respectivamente.

Procesamiento: El cultivo de la muestra se realizd siguiendo
el protocolo vy el procedimiento habitual del Servicio de Microbio-
logia del Hospital Universitario Reina Sofia de Cordoba. La iden-
tificacion asi como el perfil de sensibilidad a diferentes antibioti-
cos se realizo por el método semiautomatizado Wider I® (Paneles
C095-31/W/REV1). Todas estas cepas fueron consideradas como
multirresistentes al detectarse CMIs consideradas mayores que
el punto de corte para: piperaciclina-tazobactam, cezftazidima,
gentamicina, amikacina, ciprofloxacino. Fueron sensibles a colis-
tina 37 (97,4%) de las cepas, ampicilina-sulbactam 18 (47,4%),
minociclina 14 (24%), tobramicina 10 (26,3%) e imipenem y me-
ropenem 7 (18,4%) de las cepas respectivamente. Posteriormen-
te para la ampliacion del antibiograma se analizo la sensibilidad
frente a tigeciclina por el método de difusion cuantitativo. Se
preparo el inoculo a partir de colonias aisladas de 24 horas de
cultivo a 0,5 Mc Farland en suero fisioldgico en una placa de
Mueller-Hinton de la casa comercial bioMerieux ® (Marcy 1Etoi-
le, France), bafiada con un escobillon, colocando a continuacion
en la misma placa las dos tiras de tigeciclina de las dos marcas
comerciales, E-test (T1) y tira de Liofilchem (T2) (figura 1), de-
jando incubar 24 horas a 37°C en aerobiosis. Se procedio a la
lectura de la CMI al 1009% de inhibicion del crecimiento. En cada
serie de test se incluyo Escherichia coli ATCC 25922 como ce-
pa control para asegurar el correcto proceder de la prueba. Para
realizar el método estandar (ME) a todas las cepas se les efectud
la determinacion de la CMI de tigeciclina mediante microdilu-
cion en caldo de Sensititre®, utilizando agua desmineralizada y
los paneles preparados para testar sensibilidad a gramnegativos
(CMP1IHM). EI CLSI no aporta puntos de corte para tigeciclina
en A. baumannii™* por lo que en numerosos estudios se aplican
los criterios que Tygacil® posee en la FDA para enterobacterias,
aunque sin duda son muy elevados para esta bacteria, conside-
rando sensible cuando es < 2 mg/L, intermedio cuando se situa
entre 3y 6 mg/L y resistente cuando es = 8 mg/L. Se conside-
ro un error menor cuando una cepa sensible o resistente se in-
terpreta como intermedia, un error grave cuando una sensible
aparece como resistente y un error muy grave cuando se arroja
un resultado falso de sensibilidad. La concordancia de resultados
fue estudiada en categorias: sensible, intermedia y resistente mi-
diéndose el porcentaje entre categorias de los distintos test. Los
datos fueron analizados en el programa SPSS version 12.0.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos de la serie de 38 cepas de A
baumannii por CMI de tigeciclina del ME fueron: 35 (92,11%)
cepas sensibles; siendo 2 (5,26%) intermedias y 1 (2,63%)
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Tabla 1 Sensibilidad a tigeciclina en CMI.
CMI* (mg/L)
<0,008-0,06 0,12 0,25 0,5 0,75 1 15 2 3 4 6 8 12 24 48
ME* 0 1 1 10 0 20 0 3 0 2 0 1 0 0 0
T* 0 0 0 0 2 0 1 2 10 8 7 3 1 3 1
T2 0 2 0 4 7 7 12 2 0 0 3 0 1 0 0

*CMI: Concentracion minima inhibitoria. ; * T1:E-TEST, T2: LIOFILCHEM y ME: METODO ESTANDAR

Tabla 2 Estadisticos descriptivos.

n* " ME*
Media + DS 7,03+8,96 1,75+2,22 1,25+1,39
Mediana 4 1 1
Moda 3 15 1
Minimo 0,75 012 012
Maximo 48 12 8
Sensible (%) 5 34 35
Intermedio (%) 25 3 2
Resistente (%) 8 1 1
M, 4 1 1
M 24 6 2,20

90

* T1:E-TEST; T2: LIOFILCHEM; ME: METODO ESTANDAR

resistente. La CMIs mas frecuentes fueron de 1 mg/L con 20
(52,63%) cepas; 0,5 mg/L con 10 (26,32%) cepas; 2 mg/L con 3
(7,89%) cepas. Los resultados con la tira T1: 5 (13,16%) de las
cepas fueron sensibles, 25 (65,79%) intermedias y 8 (21,05%)
resistentes. Las CMIs mas frecuentes por la tira T1, fueron de 3
mg/L con 10 (26,32%) cepas; 4 mg/L con 8 (21,05%) cepas; 6
mg/L con 7 (18,42%) cepas. Con la tira T2, 34 (89,48%) de las
cepas fueron sensibles, 3 (7,89%) intermedias y 1 (2,63%). La
CMIs mas frecuentes por tira T2, fueron de 1,5 mg/L con 12
(31,58%) cepas; 0,75 mg/Ly 1 mg/L con 7 (8,42%) cepas res-
pectivamente; 0,5 mg/L con 4 (10,53%) cepas. Estos resultados
estan reflejados en las tablas 1y 2. Con la tira T1 se obtienen
peores resultados de sensibilidad respecto al ME ya que, se ob-
tienen solo 5 cepas sensibles respecto a las 35 cepas sensibles
por ME, 23 cepas falsamente intermedias y 7 cepas falsamente
resistentes que serian sensibles. La tira T2, coincide con el ME
en sensibilidad en 34 cepas y en la cepa resistente y una cepa
falsamente intermedia. Se observa en la tabla 2, que la CMI,,
varia mucho dependiendo de la tira respecto al método estan-
dar, mientras que en la CMI_, coincide el método estandar con

50"
la tira T2. El acuerdo y el nimero de errores maximos, mayores

y menores entre las tiras y el ME de referencia se encuentra en
la tabla 3.

DISCUSION

La implantacion de microorganismos multirresistentes co-
mo A. baumannii en muchos hospitales espafoles, representa
un serio problema que puede tener una influencia muy impor-
tante en la correcta eleccion del tratamiento antibiotico’. Ante
la creciente amenaza de resistencia antimicrobiana y la evi-
dencia de que la terapia inadecuada inicial puede conducir al
fracaso terapéutico y al aumento de la mortalidad ademés de a
un aumento de la carga sanitaria, existe una clara necesidad de
nuevos agentes antimicrobianos de amplio espectro’?. Ademas
la prevalencia cada vez mayor de estos microorganismos mul-
tirresistentes en todo tipo de infecciones, puede condicionar
modificaciones en el tratamiento antibidtico empirico inicial
haciéndose necesario antibidticos, como tigeciclina, que sean
capaces de cubrir estos microorganismos de forma precoz. La
aparicion de bacterias con resistencia a varios antibioticos es-
td creando una situacion en que algunas infecciones bacte-
rianas graves apenas cuentan con opciones de tratamiento®*’.
Papel importante por parte de los laboratorios informar CMI
correctas y consensuar puntos de corte de la sensibilidad de
los nuevos antibioticos frente a los microorganismos. Aunque
el método de difusion cuantitativo es valido para obtener una
CMI y una interpretacion de la sensibilidad de una cepa a un
determinado antibiotico, la aparicion de nuevos farmacos y su
incorporacion casi inmediata a las tiras permite un testado ra-
pido haciendo ver que existen ciertas deficiencias en la estan-
darizacion del método y que la composicion del medio o las ti-
ras debe ser dptima para que cada farmaco pueda actuar. Este
fendmeno ya se ha observado con la daptomicina y la necesi-
dad de calcio en el medio™ y parece relacionado en tigeciclina
con el manganeso''6. Algunos autores refieren este hecho, a
la concentracion de manganeso existente en el medio de culti-
VO, @ mayor concentracion mayor inactivacion del antibidtico®
en el caso de la tigeciclina que en elevadas concentraciones
en el medio eleva también la CMI. También se relaciona fechas
de fabricacion del medio solido y de las tiras cercanas a la fe-
cha de caducidad con elevadas CMls, necesitando de un medio
fresco'. Todos estos aspectos son importantes pudiendo rela-

33 Rev Esp Quimioter 2012;25(3): 189-193 191



R. Tejero, et al.

Evaluacion de la variabilidad en la sensibilidad de Acinetobacter baumannii a tigeciclina en un mismo

medio de cultivo con dos métodos de difusion cuantitativos comerciales diferentes

Tabla 3 Acuerdo y numero de errores en las CMIs respecto al ME.
TIRAS Acuerdo Errores Errores Errores
(n=38) esencial (%) méaximos mayores menores
m* 13,16 0 7 23
" 89,48 0 0 1

* T1:ETEST; T2: LIOFILCHEM

T2

T

Figura 1

T1: E-TEST; T2: Liofilchem

cionarse con las gran variabilidad de resultados obtenidos a la
hora de testar tigeciclina, sobre todo en cepas de A. bauman-
nii. Sin embargo en laboratorios donde se utilizan los medios
comercializados por el gran numero de muestras es necesario
encontrar el medio y la tira que tenga correlacion adecuada
con los resultados del método de referencia. De las dos tiras
comerciales ensayadas solo la tira Liofilchem ofrece unos re-
sultados Optimos comparados a los que obtiene el sistema
validado por CLSI (microdilucion), utilizando como medio de
cultivo uno de los que arrojaban peores resultados en cuanto a
la sensibilidad de la tigeciclina. En la revision de la literatura no
existen estudios previos de iguales caracteristicas al presente

‘ CMs de la tira E-TEST y LIOFILCHEM

para contrastar nuestros hallazgos de forma paralela.
Aunque si existen algunos semejantes, como un estudio
multicéntrico espafiol de reciente publicacion, en el que
estudia una serie de 148 aislados de Acinetobacter spp,
comparando las CMIs de tigeciclina mediante el método
de difusion cuantitativa y microdilucion en caldo como
gold standard, en el cual refieren un alto porcentaje de
falsas resistencias por el método difusion cuantitativa
(939%)°. En otra serie espafiola, también se comunica
una alta variabilidad de CMI de tigeciclina frente a A.
baumannii utilizando Mueller-Hinton de diferentes ca-
sas comerciales, aunque no se compara con un método
estandar®. En conclusién, podemos apuntar que se ha
confirmado una alta variabilidad de la CMI de tigecicli-
na frente a seguin la marca comercial de las tiras para
difusion cuantitativa utilizadas, apareciendo un alto
porcentaje de falsas resistencias con T1. Con los hallaz-
gos obtenidos en la presente serie, podemos proponer el
uso de T2 en la prdctica clinica por su mejor correlacion
con el método estandar (figura 1). Aunque, en cualquier
caso, seran necesarios otros estudios complementarios
que relacionen los datos de CMI obtenidos con el éxito
terapéutico.
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