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El objetivo de este trabajo es estudiar la capacidad de ci-
profloxacino y levofloxacino de restringir el desarrollo de
mutantes resistentes en cepas de Escherichia coli mediante
la determinacién de la concentracion preventiva de mutan-
tes (CPM). Se estudiaron 99 cepas de E. coli con distinta sen-
sibilidad a fluoroquinolonas y se clasificaron en cepas pro-
ductoras (n=60) y no productoras (n=39) de betalactamasas
de espectro extendido (BLEE). La determinacion de la CPM se
realizd mediante el inoculo de 10" UFC/ml en placas de
Mueller-Hinton con concentraciones seriadas de antibioti-
cos. No se detectaron diferencias significativas entre las
concentraciones inhibitorias minimas de cepas productoras
y no productoras de BLEE. Las cepas sensibles a ciprofloxaci-
no y productoras de BLEE mostraron una mayor CPM para
levofloxacino y ciprofloxacino que las no productoras.

Nuestro estudio ayuda a explicar el frecuente hallazgo de
resistencias a fluoroquinolonas en cepas productoras de
BLEE. En este contexto surgen dudas sobre la conveniencia
de usar fluoroquinolonas en el tratamiento de infecciones
causadas por cepas productoras de BLEE.
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Resistant mutant prevention concentration

of fluoroquinolones in clinical isolates of extended
spectrum beta-lactamase (ESBL) producing and
non-producing strains of Escherichia coli

The aim of this job is to study the capacity of cipro-
floxacin and levofloxacin in restricting the development
of resistant mutants in strains of Escherichia coli by de-
termining the mutant prevention concentration (MPC).
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Ninety-nine isolates of E. coli with different fluoroqui-
nolone susceptibilities were studied and divided into
ESBL-producing (n =60) and non-ESBL producing
(n=36) groups. MPC values were determined using an
inoculum of 10'° cfu/ml on Mueller-Hinton plates with
serial dilutions of the antibiotics. No significative diffe-
rences were detected in MIC of ESBL-producing and
non-ESBL producing strains of E. coli. Ciprofloxacin
susceptible ESBL-producing strains exhibit higher MPC
for ciprofloxacin and levofloxacin than non-ESBL pro-
ducing strains. Our study helps to explain the frequent
fluoroquinolone resistance found in ESBL-producing
strains. In this context, doubts emerge about the advisa-
bility of using fluoroquinolones to treat infections cau-
sed by ESBL-producing strains.
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INTRODUCCION

Las quinolonas son uno de los antibidticos mas amplia-
mente usados para tratar infecciones debidas a Escherichia
coli tanto en humanos como en animales’. Sin embargo, la
resistencia a estos antibidticos se ha incrementado en los ul-
timos afios y es especialmente elevada en cepas de E. coli pro-
ductoras de betalactamasa de espectro extendido (BLEE)?3.

Recientemente se ha definido la concentracion preventi-
va de mutantes (CPM) como un parametro Util que impide o
previene la aparicion y crecimiento de mutantes resistentes®.
Estas subpoblaciones mas resistentes pueden estar asociadas
con fracasos en el tratamiento y también con la generacion
de resistencias®®.

El objetivo de nuestro trabajo es usar este nuevo parame-
tro (CPM) para estudiar la capacidad de dos fluoroquinolo-
nas (ciprofloxacino y levofloxacino) de limitar el desarrollo
de mutantes resistentes en aislados clinicos de E. coli res-
ponsables de infecciones del tracto urinario y de bacterie-
mias en nuestro servicio.
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MATERIAL Y METODOS

Se estudiaron 99 cepas de E. coli divididas en los siguien-
tes grupos: 25 cepas sensibles a ciprofloxacino, no producto-
ras de BLEE; 14 cepas resistentes a ciprofloxacino, no pro-
ductoras de BLEE; 21 cepas sensibles a ciprofloxacino,
productoras de BLEE y 39 cepas resistentes a ciprofloxacino,
productoras de BLEE. Todas las cepas estudiadas fueron ais-
lados clinicos de muestras de sangre y orina obtenidas de
pacientes del Hospital General Universitario de Elche, un
hospital de 450 camas en el sureste de la provincia de Ali-
cante.

Se usaron los antibioticos levofloxacino (Hoechst, Bar-
celona, Espafia) y ciprofloxacino (Bayer, Barcelona, Espa-
fia) en la determinacion de la concentracion inhibitoria
minima (CIM) y la concentracion preventiva de mutantes
(CPM).

La CIM se determiné mediante un sistema de microdilu-
cion (Wider, Soria Melguizo, Madrid, Espafia). La sensibilidad
a fluoroquinolonas fue posteriormente confirmada mediante
la técnica de dilucion en agar segun las recomendaciones del
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Las con-
centraciones de los antibioticos fueron de 64 a 0,003 mg/l.

La presencia de BLEE se determind mediante los sistemas
de fenotipificacion recomendados por el CLSI’: E-test (cefo-
taxima/cefotaxima +acido clavulanico y ceftazidima/cef-
tazidima +acido clavulanico) (AB Biodisk, Solna, Suecia) y
difusion en agar (cefotaxima 30 ug, cefotaxima/acido clavu-

lanico 30/10 ug, ceftazidima 30 ug y ceftazidima/acido cla-
vulanico 30/10 pg) (Oxoid, Madrid, Espafia)®.

La determinacion de la CPM se realizo incubando un ele-
vado inoculo bacteriano (10'° ufc) en placas con agar
Mueller Hinton durante 24 h a 37 °C. Las concentraciones
de los antibidticos estudiados fueron de 100 a 0,003 mg/!
(100, 90, 80, 70, 60, 50, 45, 40, 35, 30, 25, 20, 18, 16, 14, 12,
10, 8, 6, 4,3, 2,15, 1,08, 06, 04, 0,2, 0,1, 0,05, 0,025,
0,012, 0,006, 0,003). El elevado inoculo bacteriano se obtu-
vo tras incubar las cepas en caldo Mueller Hinton durante
24 ha 37 °C%10,

Como test estadistico se empled la U de Mann-Whitney
para comprobar si las CIM y las CPM de los diferentes gru-
pos pertenecian a la misma distribucion rechazando la hi-
potesis nula de no diferencias con una p<0,05 (SPSS, Chica-
go, 2002).

RESULTADOS

Los resultados de CIM y CPM para ciprofloxacino y levo-
floxacino se observan en la tabla 1. No se detectaron dife-
rencias significativas entre las CIM de cepas sensibles a ci-
profloxacino productoras y no productoras de BLEE, tanto
para ciprofloxacino como para levofloxacino. Asimismo, no
se detectaron diferencias significativas entre las CIM de ce-
pas resistentes a ciprofloxacino productoras y no producto-
ras de BLEE, tanto para ciprofloxacino como para levofloxa-
cino.

Tabla 1 CIM y CPM en mg/I de las cepas estudiadas para ciprofloxacino y levofloxacino
CIPROFLOXACINO LEVOFLOXACINO
Sensibles a Resistentes a Sensibles a Resistentes a
Cepas ciprofloxacino ciprofloxacino levofloxacino levofloxacino
Sin BLEE BLEE Sin BLEE BLEE Sin BLEE BLEE Sin BLEE BLEE
(n=25) (n=21) (n=14) (n=39) (n=25) (n=21) (n=14) (n=39)
CIM50 0,125 0,25 16 32 0,03 0,25 8 16
CIM90 1 1 64 64 1 1 16 32
Rango 0,015-2 0,006-2 4-64 4-64 0,015-1 0,015-2 0,25-64 2-64
CPM50 0,2 2 50 50 0,1 2 45 35
xCIm,. ) (1.6xCIM) (8 x CIM) (3.1xCIM)  (1.6xCIM)  (3,3xCIM) (8xCIM) (56xCIM)  (2,2xCIM)
CPM90 3 8 100 100 1.5 10 100 100
(xCIMgO) (3xCIM) (8x CIM) (1,6 xCIM) (1,6 xCIM) (1,5xCIM) (10xCIM) (6,3 xCIM) (3,1xCIM)
Rango 0,025-8 0,025-8 14-100 18-100 0,025-1,5 0,025-14 6-100 6-100
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Las cepas sensibles a ciprofloxacino y productoras de BLEE
muestran una mayor CPM para levofloxacino (p<0,001) y ci-
profloxacino (p<0,001) que las cepas no productoras de
BLEE.

El indice preventivo de mutaciones (MPI=CPM/CIM) para
ciprofloxacino y levofloxacino (fig. 1) indica la necesidad de
concentraciones mayores que las CIM para evitar el creci-
miento de cepas resistentes.

DISCUSION

Las cepas de E. coli productoras de BLEE son un serio
problema de salud debido a la dificultad de tratar las in-
fecciones causadas por estos microorganismos ya que son
resistentes a la mayoria de antibioticos betalactamicos, ex-
cepto los carbapenemes, ademas pueden ser resistentes a
otros grupos de antibioticos®". Debido a que estos micro-
organismos son causa frecuente de infecciones urinarias, la
corresistencia frente a fluoroquinolonas es una de las mas
interesantes ya que la terapia intravenosa no esta reco-
mendada en estas infecciones excepto para las mas graves
(pielonefritis).

CIPROFLOXACINO

CPFX-S, BLEE (-)

2

CPFX-S, BLEE (+)

CPFX-R, BLEE (-)

6

CPFX-R, BLEE (+)

"

7 21
CPFX: ciprofloxacino.
LVFX: levofloxacino.
CPM: concentracion preventiva de mutantes.
CIM: concentracion inhibitoria minima.

S CIP, NO BLEE: cepas sensibles a ciprofloxacino, no productoras de BLEE.
S CIP, BLEE: cepas sensibles a ciprofloxacino, productoras de BLEE.

R CIP, NO BLEE: cepas resistentes a ciprofloxacino, no productoras de BLEE.
R CIP, BLEE: cepas resistentes a ciprofloxacino, productoras de BLEE.

Nuestro estudio ayuda a explicar este fenomeno ya que se
ha visto que subpoblaciones de microorganismos sensibles a
ciprofloxacino y productores de BLEE son mas resistentes
a fluoroquinolonas que los no productoras de BLEE. Las CPM
para ciprofloxacino y levofloxacino son mayores en estas ce-
pas productoras de BLEE.

Este estudio confirma que las cepas productoras de BLEE,
incluso aquellas que son sensibles a fluoroquinolonas segun
los métodos clasicos, tienen subpoblaciones que son
resistentes a estos compuestos y por lo tanto pueden ser fa-
cilmente seleccionadas durante los tratamientos'2.

Por lo tanto, los tratamientos con fluoroquinolonas de-
berian ser empleados con precaucion. Se deberian usar
dosis mas altas de fluoroquinolonas para obtener concen-
traciones mayores en el lugar de la infeccion para preve-
nir la seleccion de estas subpoblaciones, especialmente si
son cepas productoras de BLEE®. Nuestros datos ayudan a
explicar también los fallos terapéuticos informados's, y
sugieren que es necesario emplear metodologias que per-
mitan detectar estas subpoblaciones en los laboratorios
clinicos® ya que los métodos clasicos no son efectivos.
Ademas los tratamientos antimicrobianos iniciales inade-

LEVOFLOXACINO

CPFX-S, BLEE (-) CPFX-S, BLEE (+)

7 7

ES

CPFX-R, BLEE (-) CPFX-R, BLEE (+)

B CPM/CIM <2 o CPM/CIM 2,0-4,9

@ CPM/CIM 5,0-8,0 @ CPM/CIM >8

Figura 1

Distribucion de los cocientes CPM/CIM de ciprofloxacino y levofloxacino frente a Escherichia coli.
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cuados y la resistencia a fluoroquinolonas son factores de
riesgo de mortalidad en estas infecciones'*'s. Sugerimos
que se necesitarian concentraciones mayores que las CIM
para evitar la recuperacion y el crecimiento de mutantes
resistentes.
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