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RESUMEN

Las fluoroquinolonas son antimicrobianos muy utilizados
para el (tratamiento de infecciones en animales
domésticos. Su espectro de accién incluye microorga-
nismos gramnegativos, enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa, y grampositivos como estafilococos. La
aparicion de resistencia bacteriana es un fenébmeno que
se produce con relativa frecuencia. En este trabajo se
propuso caracterizar la susceptibilidad in vitro (evaluada a
través de la concentracion inhibitoria y bactericida minima
(CIM y CBM)) de ciprofloxacina, marbofloxacina y levo-
floxacina frente aislamientos de Escherichia coli y de
Staphylococcus spp. obtenidos a partir de infecciones de
gatos domésticos. Las CIM50 de ciprofloxacina, marbo-
floxacina y levofloxacina fueron respectivamente: 0,015
Mg/ml, 0,031 ug/ml y 0,031 ug/ml sobre E. coli; 0,25 ug/ml,
0,25 ug/ml y 0,125 ug/ml frente a estafilococos coagulasa
positivo; y 0,125 ug/ml, 0,25 ug/ml y 0,125 ug/ml frente a
estafilococos coagulasa negativo. Las CBM50 de las tres
fluoroquinolonas estudiadas fueron: 0,0625 ug/ml frente a
E. coli; 0,5 ug/ml sobre estafilococos coagulasa positivo; y
de 0,125 pg/ml, 0,256 ug/ml y 0,125 ug/ml frente a
estafilococos coagulasa negativo para ciprofloxacina, mar-
bofloxacina y levofloxacina, respectivamente. La CIM90 y
CBM09O0 de las tres fluoroquinolonas frente a E. coli y esta-
filococos coagulasa positivo fue =8 pg/ml, mientras que
para los estafilococos coagulasa negativo los valores de
CIM90 fueron 0,125 ug/ml, 0,25 ug/ml y 0,125 ug/ml
respectivamente y la CBM90 de 0,5ug/ml, 1ug/ml y 1
Hg/mil.
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SUMMARY

Susceptibility to fluoroquinones of Escherichia coli
and Staphylococcus strains isolated from domestic
cats.

Fluoroquinolones are antimicrobials widely used in
domestic animals infections. Their spectrum includes

gramnegative (enterobacteria and  Pseudomonas
aeruginosa) and grampositive microorganisms
(Staphylococcus  spp.). Bacterial ~ resistance  to

fluoroquinolones is expressed with relative frequency. The
aim of the present study was to characterize in vitro
susceptibility, through the minimum inhibitory and
bactericidal concentration (MIC and MBC) of ciprofloxacin,
marbofloxacin and levofloxacin on Escherichia coli and
Staphylococcus strains isolated from domestic cat
infections. Ciprofloxacin, marbofloxacin and levofloxacin
MIC50 values were respectively: 0,015, 0,031 and 0,031
ug/ml on Escherichia coli; 0,25, 0,25 and 0,125 ug/ml on
coagulase positive staphylococci; and, 0,125, 0,25 and
0,125 ug/ml on coagulase negative staphylococci. The
three fluoroquinolones have the same MBC50 value for
Escherichia coli (0,0625 ug/ml) and coagulase positive
staphylococci (0,5 ug/ml); and 0,125, 0,25 and 0,125 ug/ml
on coagulase negative staphylococci for ciprofloxacin,
marbofloxacin and levofloxacin, respectively. The MIC90
and MBC9O0 for the three fluoroquinolones on Escherichia
coli and coagulase positive staphylococci was 28 ug/ml,
and on coagulase positive staphylococci 0,125, 0,25 and
0,125 ug/ml; and, 0,5, 1 y 1 ug/ml for ciprofioxacin,
marbofloxacin and levofloxacin, respectively.

por lo que frente otras bacterias grampositivas

Las fluoroquinolonas (FQs) son anti-
microbianos muy utilizados para el
tratamiento de infecciones bacteria-
nas en medicina humana y veteri-
naria. Son drogas bactericidas que
inhiben la funcién de las topoiso-
merasas (ADNgirasa y topoisome-
rasa V). Las FQs incluyen en su
espectro de accion a bacterias gram-
negativas y grampositivas siendo las
enterobacterias especialmente sensi-
bles. Otros microorganismos como
Pseudomonas aeruginosa y
Staphylococcus spp. poseen una

requieren dosis mayores .
Ciprofloxacina es una de las primeras
FQs sintetizadas y es utilizada como
droga patrén para comparar la
potencia antibacteriana relativa de los
demas miembros del grupo. En la
actualidad esta FQ se ha incorporado
a los antimicrobianos utilizados para
el tratamiento de infecciones en
animales de compainia.

Las FQs mas modernas (ej. gati-
floxacina, moxifloxacina, clinaflo-
xacina, sitafloxacina) aventajan a
ciprofloxacina por tener mayor
espectro de accion particularmente

como Streptococcus spp. e incluso
frente microorganismos anaerobios'®.
Por el momento, el alto costo
econémico de estos compuestos
hace que no sean utilizados para el
tratamiento de infecciones en
animales.

Entre las drogas sintetizadas para
uso veterinario exclusivamente en-
contramos a enrofloxacina, marboflo-
xacina, orbifloxacina y, mas reciente-
mente, pradofloxacina. El espectro
antimicrobiano de estos compuestos
es similar al de las FQs de primera
generacion, sin embargo, el mejor
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perfil farmacocinético (mayor absor-
cion oral y mas amplia distribucion en
los tejidos) las diferencia significa-
tivamente®.

La relativa facilidad con que las FQs
seleccionan bacterias resistentes
hace imprescindible la implemen-
tacion de pruebas de susceptibilidad
(antibiograma por difusion) antes de
decidir su uso en cada caso en
particular. El conocimiento de los
perfiles de susceptibilidad a través de
pruebas cuantitativas, como la de-

terminacion de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) y
concentraciéon bactericida minima

(CBM), es de gran importancia para
orientar las decisiones terapéuticas y
ademas como herramienta para el
monitoreo epidemioldgico en estudios
sobre la evolucién de la resistencia a
FQs.

A través de la medicion de la CIM se
puede estimar la potencia antibac-
teriana, aunque es de resaltar que
para el caso de las FQs esta valora-
cion por pruebas de susceptibilidad in
vitro suele no ser suficiente para
garantizar el éxito de un tratamiento.
Para estas drogas es muy importante
la aplicacién de los indicadores de
eficacia terapéutica que combinan la
susceptibilidad in vitro con el
comportamiento farmacocinético in
vivo (a través de parametros
farmacocinéticos, como el area bajo
la curva [ABC]). En el caso de las
FQs los valores optimos de los
indicadores de eficacia terapéutica
son: una relacién Cmax /CIM >10 y
una relacion ABC (0-24) /CIM
>12514,18.

El objetivo del presente trabajo fue
determinar la susceptibilidad y poten-
cia antimicrobiana de ciprofloxacina,
levofloxacina y marbofloxacina frente
a aislamientos de Escherichia coli y
estafilococos spp. obtenidos de infec-
ciones de ocurrencia natural en gatos
domésticos.

Materiales y métodos
Fluoroquinolonas ensayadas:

Ciprofloxacina (CIP): droga pura
(potencia: 98.6%) (Bagd, La Plata,

Argentina).
Levofloxacina (LVX): droga pura
(potencia: 97.2%) (Janssen-Cilag,

Buenos Aires, Argentina).
Marbofloxacina (MBX): droga pura
(potencia: 100%) (Vétoquinol, Lure,
Francia).

Aislamientos bacterianos:

Se trabajé con un total de 53 mues-
tras provenientes de infecciones
(abscesos, piodermias, conjuntivitis,
otitis, orina, pidmetra y secreciones
genitales y vias aéreas superiores)
en gatos domésticos que no presen-
taban registro de haber sido tratados
con antibidticos en los 10 dias pre-
vios a la toma de las muestras.
Algunos de esos animales (17/53)
tenian antecedentes de tratamientos
previos con alguna FQ (enrofloxa-
cina, ciprofloxacina o norfloxacina).
Las muestras fueron obtenidas entre
los afios 2006-2008 de gatos que
viven en la ciudad de Buenos Aires,
Gran Buenos Aires y zonas de
influencia.

Las bacterias fueron cultivadas, ais-
ladas e identificadas segun proce-
dimientos estandares'®. Los estafilo-
cocos se identificaron utilizando téc-
nicas de Gram, catalasa y pruebas
de oxido-fermentacion de la glucosa
y coagulasa (plasma de conejo
citratado).

Para la identificacion de las E. coli se
utilizé la técnica de Gram y las prue-
bas de oxidasa, catalasa, oxido-
fermentacion de la glucosa, produc-
cion de acido y gas de lactosa, saca-
rosa y manitol, asi como determina-
cion de indol, rojo de metilo, Vogues
Proskauer, citrato de sodio y urea.

Pruebas de susceptibilidad bacte-
riana

CIM y CBM.

Para el ensayo de la CIM se eligio la
técnica de macrodilucion en caldo por
ser ésta una prueba cuantitativa que
permite la posterior estimacion de la
CBM.

El método empleado en la técnica de
CIM se realizé segun las recomen-
daciones del CLSI’. Este método
consiste en enfrentar diluciones cre-
cientes del antimicrobiano con una
cantidad fija de microorganismos (5 x
105 UFC/ml) y, luego de una
incubacién a 37°C por 18 h, el tubo
con la dilucién sin crecimiento visible
sera el correspondiente a la CIM.
Para la técnica de CBM se siguieron
los protocolos recomendados por
Amsterdam 5. Basicamente la técnica
consiste en resembrar todos los
tubos sin crecimiento visible (de la
prueba de CIM) vy, luego de una
incubacién a 37°C por 24 h, el tubo
que muestra una inhibicién del 99,9%
de los microorganismos sembrados

sera la dilucion del antimicrobiano
correspondiente a la CBM.

Las FQs estudiadas se diluyeron en
caldo Mueller-Hinton en forma seria-
da al doble en un rango que incluyera
los valores esperados de sensibilidad
de los microorganismos probados (4 -
0.0019 pg/ml) "18°,

Se considerd sensibles a los microor-
ganismos con CIM <1 ug/ml, de sen-
sibilidad intermedia con CIM 2 ;Jg/ml
y resistentes con CIM 24 pg/mle' .
Para los microorganismos cuyo creci-
miento no se vio afectado en ninguna
de las diluciones probadas se con-
sider6 un valor de CIM =8 pg/ml.

Para describir estadisticamente los
valores de CIM y de CBM hallados se
utilizaron los siguientes parametros:
_Rango: valores maximo y minimo de
CIM y de CBM hallados para cada
bacteria.

_CIM50: valor de CIM que acumula el
50% de las cepas estudiadas.
_CIM90: valor de CIM que acumula el
90% de las cepas estudiadas.
_CBM50: valor de CBM que acumula
el 50% de las cepas estudiadas.
_CBM090: valor de CBM que acumula
el 90% de las cepas estudiadas.
_Cepas control:  Staphylococcus
aureus ATCC 29213 y Escherichia
coli ATCC 25922.

Resultados

Del total de 53 muestras se aislaron
30 estafilococos (10 coagulasa posi-
tivo (ECP) y 20 coagulasa negativo
(ECN)) y 23 cepas de Escherichia
coli. Ver Tabla 2.

El resumen de los valores obtenidos
para la CIM y la CBM de las tres
fluoroquinolonas estudiadas para
Escherichia coli 'y para los
Staphylococcus spp. se muestran en
la Tabla 2.

La proporcién de cepas resistentes
halladas para las tres FQs fue de
9/23 entre las E. coli, 2/10 entre los
ECP y de 0/20 entre los ECN. La
proporcién de cepas con sensibilidad
intermedia fue de 2/23 para E. coli,
2/10 para ECP y de 1/20 para ECN.
La potencia comparativa de las tres
FQs estudiadas (expresada a través
de la CIM50), fue la siguiente:

_Para E. coli: CIP>MBX=LVX,

_Para ECP: LVX>CIP=MBX, y

_Para ECN: CIP=LVX>MBX.
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Tabla 1.

Procedencia de las muestras bacterianas.

Procedencia E.coli ECP ECN
Abscesos - 2 9
Piodermia - 3 -
Ojo/Vias aéreas superiores 6 2 3
Otitis 1
Orina 12 1 1
Pidometra y secreciones genitales 2 - 5
Origen no establecido 3 2 1
Total de muestras 23 10 20

Tabla 2.

Valores de CIM y CBM de ciprofloxacina (CIP), marbofloxacina (MBX) y levofloxacina (LVX) para las cepas de
E. coliy Staphylococcus spp. (ECP y ECN) aisladas de gatos domésticos.

Parametro Escherichia coli (n=23) ECP (n=10) ECN (n=20)
CIP MBX LVX CIP MBX LVX CIP MBX LVX
Rando 0,0039- 0,0078-  0,0078- 0,0625- 0,125-  0,0625- 0,0625- 0,125-  0,0625-
CIM 9 >8 >8 >8 >8 >8 >8 0,5 2 1
(ug/ml) ClIMsg 0,015 0,031 0,031 0,25 0,25 0,125 0,125 0,25 0,125
ClMgo =8 =8 =8 28 28 28 0,125 0,25 0,25
CBM Rango 0’020878' 0,015-=8 0,015-=8 0,125-=8 0,25-28 0,125->8 0,0625-2 0,25-2 0,125-1
(ug/ml) CBMsy  0,00625 0,0625 0,0625 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5 0,25
CBMgo =8 =8 =8 =8 =8 =8 0,5 1 1

Discusion y conclusiones

Los microorganismos incluidos en
este estudio (E. coli y estafilococos)
para realizar las pruebas de CIM y
CBM de las FQs estudiadas, fueron
seleccionados en funcién de dos
criterios: ser aislados con elevada
frecuencia a partir de estos focos
infecciosos (Tabla 1) y, estar inclui-
dos dentro del espectro antibac-
teriano de las FQs.

Los valores de CIM90 obtenidos
arrojaron informaciéon similar a los
reportados en la bibliografia mundial
para aislamientos bacterianos de
origen animal®'""?'%72% De acuerdo
a lo esperado para antimicrobianos
bactericidas, los valores de CBM90
fueron coincidentes con los obtenidos
para la CIM90; o bien, se encontraron
en las si%uientes concentraciones
probadass’ .

Al igual como sucede en otros es-
tudios®"""*""% |os valores de CIM50
obtenidos para CIP, MBX y LVX en
todos los microorganismos ensaya-
dos se encuentran dentro del rango
de sensibilidad (<1 pg/ml). Contraria-
mente, los valores de CIM90 de las
tres FQs son superiores para E. coliy
ECP ubicandose dentro del rango de
resistencia (=4 pg/ml). Esta elevada

proporcion de aislamientos resisten-
tes o con sensibilidad intermedia (2
pg/ml) en las muestras de E. coliy de
ECP se observa especialmente en
los animales con antecedentes de
tratamiento previo con otras FQs
(12/23 y 4/10, respectivamente), lo
que podria ser indicativo de una
seleccion de microorganismos resis-
tentes durante los mismos. La emer-
gencia de cepas resistentes es,
comunmente, consecuencia de fallas
en el tratamiento (incorrecta dosifi-
cacion o posologia, o incumplimiento
de las indicaciones por parte del
propietario del animal).

La mayor sensibilidad de los ECN se
observd en los animales sin ante-
cedentes de tratamiento antibidtico
previo. Es importante remarcar que la
mayoria de estos pacientes padecian
abscesos, una patologia que suele
resolverse con una intervencion
localizada y sin la utilizaciéon sisté-
mica de antimicrobianos.

Si se estiman los indicadores de
eficacia  terapéutica para FQs
(Cmax/CIM y ABC/CIM) utilizando los
resultados de CIM obtenidos en el
presente trabajo y datos farmaco-
cinéticos bibliogréficos1'3, se puede
concluir que las tres FQs estudiadas
seran eficaces para el tratamiento de

las bacterias aisladas sdélo cuando la
CIM es = 0,031 pg/ml. Con valores
de CIMz 0,125 pg/ml (CIP y MBX
para los aislamientos menos sen-
sibles de estafilococos) se puede
anticipar el fracaso terapéutico.

Para optimizar los indicadores de
eficacia cuando van a utilizarse FQs,
Boothe y col b postulan la necesidad
de emplear las dosis terapéuticas
mas elevadas y administrarlas dos
veces por dia. Las manifestaciones
de toxicidad ocular en gatos
relacionadas con dosis altas de
enrofloxacina y otras FQs®™® se
contraponen con esta opcién por lo
que se deberia estimar el riesgo
costo/beneficio en cada caso clinico.
Una alternativa eficaz seria utilizar
las FQs en las dosis y frecuencia
seguras en combinaciéon con otros
antimicrobianos con actividad sobre
el agente etiolégico, lo que
potenciaria la accién antibacteriana.
Los resultados obtenidos para E. coli
y estafilococos de origen felino, son
coincidentes con las reportados en
estudios previosﬁ'12 y alertan sobre la
necesidad de un uso mas prudente
de las FQs en la clinica de animales
pequenos.

Es fundamental que se respete la do-
sis y esquemas posoldgicos correc-
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tos y que se implementen pruebas de
susceptibilidad (antibiograma) previas
a la indicacion y durante el trata-
miento (con controles de acuerdo a la
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