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Con objeto de aportar datos que ayuden a explicar la
asociacion entre produccion de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE) y resistencia a fluoroquinolonas en Klebsie-
lla pneumoniae, hemos desarrollado un modelo in vitro de
exposicion a concentraciones subinhibitorias de varios far-
macos de esta familia (ciprofloxacino, levofloxacino y moxi-
floxacino) con dos cepas, una productora de BLEE.

Nuestros datos muestran que aparecen mutantes con
sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas en los dos casos,
pero mas precozmente en cepas productoras de BLEE (13,3
frente a 14,4 dias), sobre todo tras exposicion a ciprofloxa-
cino (12,5 frente a 14,9 dias para levofloxacino y 14,2 dias
para moxifloxacino).

Por tanto, nuestros datos ayudan a explicar la mayor
resistencia a fluoroquinolonas en cepas productoras de BLEE
y confirman la necesidad de administrar dosis adecuadas de
fluoroquinolonas, especialmente de ciprofloxacino, con ob-
jeto de prevenir la aparicion de mutantes resistentes, sobre
todo si la cepa es productora de BLEE.
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In vitro generation of mutants of Klebsiella
pneumoniae following exposure to
fluorquinolones. Relationship with the
presence of extended spectrum betalactamases

In order to provide data that may help to explain the
relationship between production of extended spectrum
betalactamases and fluorquinolone resistance in Klebsie-

lla pneumoniae, we have developed an in vitro model of
exposure to sub-inhibitory concentrations of various
fluorquinolones (ciprofloxacin, levofloxacin and moxi-
floxacin) in two strains, one of which is a producer of
extended spectrum betalactamases (ESBL).

Our data show that mutants with reduced fluorqui-
nolone susceptibility appear in both cases, but that they
appear earlier in ESBL-producing strains (13.3 days ver-
sus 14.4 days), especially following exposure to ciproflo-
xacin (12.5 days versus 14.9 days for levofloxacin and
14.2 days for moxifloxacin).

Therefore, our data help explain the greater fluorqui-
nolone resistance in ESBL-producing strains and confirm
the need to administer the correct doses of fluoroquinolo-
nes, especially in the case of ciprofloxacin, in order to
prevent the emergence of resistant mutants. This is parti-
cularly important if the strain is an ESBL-producer.
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INTRODUCCION

Las cepas de enterobacterias productoras de betalactama-
sas de espectro extendido (BLEE) constituyen un importante
problema de salud publica debido a la resistencia que presen-
tan a la gran mayoria de los betalactamicos; ademas estas ce-
pas suelen presentar resistencia a otros grupos de antibioti-
cos, como fluoroquinolonas, fosfomicina y cotrimoxazol'?,
Ademas, |a resistencia a fluoroquinolonas se asocia a una ma-
yor mortalidad de los pacientes con estas infecciones®.

El porcentaje de cepas productoras de BLEE en Klebsiella
pneumoniae es variable en funcion de la region; asi, en el
proyecto SENTRY el mayor porcentaje de cepas resistentes se
encontraba en América Latina (45%), region del Pacifico Oes-
te (25%), Europa (23%), EE. UU. (8%) y Canada (5%)*.
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En nuestro medio hemos descrito previamente un incre-
mento importante de las cepas productoras de BLEE y he-
mos observado que en estas cepas los porcentajes de resis-
tencia a fluoroquinolonas son superiores al resto de las
enterobacterias no productoras de BLEE®S,

Por tanto, con objeto de aportar datos que ayuden a ex-
plicar este fendmeno hemos desarrollado un modelo experi-
mental in vitro de exposicion repetida a concentraciones
subinhibitorias de diversas fluoroquinolonas y hemos estu-
diado algunas caracteristicas de los mutantes generados.

MATERIAL Y METODOS
Cepas

Se ensayaron dos cepas de K. pneumoniae aisladas en in-
fecciones urinarias de pacientes de nuestro medio. Ambas ce-
pas eran sensibles a fluoroquinolonas, pero una era producto-
ra de BLEE (CTX-M-9).

Antibioticos

Los antibidticos ensayados fueron: ciprofloxacino (Bayer.
Barcelona, Espaiia), levofloxacino (Hoechst. Barcelona, Espa-
fia) y moxifloxacino (Bayer. Barcelona, Espaiia).

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (CMI)

Se realizo mediante el sistema Wider (Soria Melguizo. Ma-
drid, Espafa) con confirmacion posterior por E-test (AB Bio-
disk. Solna, Suecia). La CMI de los mutantes generados se es-
tudid mediante E-test (AB Biodisk. Solna, Suecia) realizados
segun las instrucciones del fabricante y las normas del CLSI.

Técnica utilizada para la generacion de mutantes

Se generaron mutantes mediante exposicion repetida
(25 pases) a concentraciones constantes de las diversas
fluoroquinolonas. El experimento se realizd por triplicado
utilizando tres concentraciones distintas (0,015, 0,125y 1 pg/ml).
En los dias 0, 5, 10, 15, 20 y 25 se estudio la presencia de
mutantes con sensibilidad disminuida a las fluoroquinolo-
nas mediante subcultivos en agar Mueller Hinton, incuba-
cion a 37 °C durante 24 h y estudio de su sensibilidad anti-
biotica’ 8.

Estudio de las frecuencias de mutacion

Primero se cultivaron las cepas originales y los mutantes
en caldo Luria Bertani y posteriormente se pusieron en con-

Tabla 1 Disminucion de la sensibilidad

a las quinolonas

CMmI CMmI
Antibidtico inicial mutantes
(ng/ml)  (ug/ml)
K. pneumoniae no Ciprofloxacino 0,023 0,43
productora de BLEE Levofloxacino 0,047 0,45
Moxifloxacino 0,047 0,36

K. pneumoniae productora Ciprofloxacino 0,38 32
de CTX-M-9 Levofloxacino 0,5 1,16
Moxifloxacino 1 26,66

*Media de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los mutantes
(dia 25) (ug/ml).

tacto con dos placas de agar Luria Bertani, una con 100 pg/ml
de rifampicina. Tras incubacion a 37 °C durante 48 h se de-
termino la frecuencia de mutacion segun la proporcion de
colonias resistentes a rifampicina respecto al total de colonias
que crecian en el medio sin antibidtico®.

RESULTADOS

En todos los casos los mutantes generados presentaban
una disminucion de la sensibilidad antibidtica a todas las
fluoroquinolonas (tabla 1). El tiempo necesario para desarro-
llar esta disminucion en la sensibilidad dependio de la quino-
lona y su concentracion de exposicion, asi como de la presen-
cia de BLEE. La cepa productora de BLEE genera mutantes
mas rapidamente (13,3 dias de media) que la no productora
(14,4 dias de media) (tabla 2).

Tabla 2 Tiempo de aparicion de los mutantes
con sensibilidad disminuida a

fluoroquinolonas (expresado en dias)

Ciprofloxacino Levofloxacino Moxifloxacino Media

K. pneumoniae no

productora

de BLEE 183 16,6 183 14,4
K. pneumoniae

productora

de CTX-M-9 11,6 133 15 133
Media 125 14,9 14,2

BLEE: betalactamasas de espectro extendido.

51 Rev Esp Quimioter 2008;21(3):180-183 181



0. Noguera, et al.

Generacion in vitro de mutantes de Klebsiella pneumoniae tras exposicion a fluoroquinolonas.

Relacion con la presencia de betalactamasas de espectro extendido

Al comparar la capacidad de generacion de mutantes de
las diferentes fluoroquinolonas se observa que el ciprofloxa-
cino es la fluoroquinolona que genera mutantes mas rapida-
mente (12,5 dias de media frente a 15 dias para levofloxacino
y 14,2 dias para moxifloxacino) (tabla 2).

Si analizamos los datos en funcion de la concentracion de
antibidtico utilizada en la generacion de mutantes se observa
que las concentraciones mas elevadas de farmacos generan
mutantes mas rapidamente (5,8 dias de media para la con-
centracion de 1 pg/ml frente a 15 para la concentracion de
0,125 pg/ml y 20,8 dias de media para la concentracion
de 0,015 pg/ml (tabla 3).

En el modelo in vitro desarrollado no hemos encontrado
la presencia de hipermutantes (f>4x1077) en ninguno
de los mutantes generados a partir de las dos cepas estu-
diadas.

DISCUSION

Este trabajo pretende aportar datos que ayuden a explicar
la mayor resistencia a fluoroquinolonas descrita en cepas
productoras de BLEE tratando de simular situaciones que
pueden producirse tras la administracion de tratamientos in-
correctos, falta de adherencia al tratamiento o utilizacion de
fluoroquinolonas en veterinaria a dosis bajas. Hemos observa-
do que aunque aparecen mutantes con sensibilidad disminui-
da a fluoroquinolonas en las dos cepas estudiadas, este feno-
meno se produce con mas rapidez en cepas productoras de
BLEE, sobre todo si estan expuestas a ciprofloxacino.

Nuestro trabajo aporta datos que ayudan o complementan
estudios previos que sefialan que hay asociacion entre el con-
sumo previo de fluoroquinolonas u otros antibioticos y el ais-
lamiento de cepas productoras de BLEE'®". También ayudan
a explicar la relacion entre la produccion de BLEE y la mayor
proporcion de cepas resistentes a fluoroquinolonas'? y el in-

Tabla 3 Aparicion de los mutantes expresado
en dias segun la concentracion

de fluoroquinolona de exposicion

0,015 0,125 1

(hgim) (gl Guglm)
K. pneumoniae no productora
de BLEE 233 13,3 6,6 14,4
K. pneumoniae productora
de CTX-M-9 18,3 16,6 5 13,3
Media 20,8 14,9 58

BLEE: betalactamasas de espectro extendido.

cremento de cepas resistentes a fluoroquinolonas asociado al
consumo de cefalosporinas de espectro extendido y no aso-
ciado al consumo de otros antibioticos's.

Se ha comunicado que se esta incrementando el porcenta-
je de portadores fecales de cepas productoras de BLEE con
corresistencia a fluoroquinolonas', por lo que probablemen-
te en ese medio es donde se produce la generacion de mutan-
tes resistentes por contacto de las bacterias con concentra-
ciones subinhibitorias de antibidticos como resultado de
interacciones complejas entre el genoma bacteriano y la pre-
sion selectiva de los nichos ecoldgicos'™. Sin embargo, este
fenomeno es dificil de controlar, ya que se ha comunicado
que a pesar del incremento de tasas de resistencia antibiética
que genera la utilizacion del levofloxacino como profilaxis de
la neutropenia, su utilizacion tiene un impacto beneficioso en
cuanto a mortalidad y a morbilidad en estos pacientes'S.

Por otra parte, este fendmeno complejo no esta totalmen-
te caracterizado, ya que un estudio casos control realizado
para detectar los factores de riesgo de generacion de cepas
multirresistentes en K. pneumoniae no muestra que el consu-
mo previo de antibidticos sea un factor de riesgo y sefiala la
importancia de la transmision horizontal de cepas previa-
mente resistentes'”.

La asociacion entre la resistencia cromosomica a fluoro-
quinolonasy la produccion de BLEE asociada a la presencia de
plasmidos no se ha explicado completamente a nivel genéti-
co. Se ha descrito la presencia de plasmidos que codifican sis-
temas toxina-antitoxina y también la existencia de toxinas
que se unen a la DNA gyrasa. La presencia de plasmidos que
codifiquen estas toxinas pueden predisponer a la resistencia a
fluoroquinolonas'®. Sin embargo, éste es un fenomeno muy
complejo y aun poco conocido, ya que se ha comunicado que
el analisis de la expresion génica mediante microarrays de va-
rias cepas de K. pneumoniae muestra que las cepas resistentes
presentaban sobreexpresion de 19 genes asociados a protei-
nas ribosomales o a metabolismo del tRNA y escasa expresion
de 33 genes, generalmente asociados al metabolismo del ni-
trogeno. Un gen asociado a un transportador ABC mostraba
una gran sobreexpresion, lo que sugiere la implicacion de los
sistemas pump efflux'®. Por otra parte, otro estudio muestra
que las cepas de Escherichia coli productoras de BLEE mues-
tran frecuentemente una mutacion en el gen part asociada a
la resistencia a las fluoroquinolonas®.

Nuestro trabajo también senala la necesidad de emplear
dosis suficientemente elevadas de fluoroquinolonas para pre-
venir la seleccion de mutantes, confirmando los datos, pre-
viamente comunicados, que muestran que la utilizacion de
ciprofloxacino a dosis de 750 mg dos veces al dia es la unica
dosificacion de este farmaco que previene la seleccion de ce-
pas con mutaciones en el gen de la gyrasa en E. coli?'.

Por tanto, creemos que nuestro trabajo aporta datos que
pueden contribuir a conocer este importante fenomeno y se-
fiala la necesidad de utilizar las fluoroquinolonas a dosis sufi-

182 Rev Esp Quimioter 2008;21(3):180-183 52



0. Noguera, et al.

Generacion in vitro de mutantes de Klebsiella pneumoniae tras exposicion a fluoroquinolonas.

Relacion con la presencia de betalactamasas de espectro extendido

cientemente elevadas, sobre todo de ciprofloxacino, para al-
canzar niveles tisulares adecuados en el lugar de la infeccion
y prevenir la aparicion de cepas resistentes a estos compues-
tos, sobre todo si hay sospecha clinica de infeccion por una
cepa de K. pneumoniae productora de BLEE.
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