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1. Introduccion







Introduccion

1.1. Quinolonas

Las quinolonas son agentes antimicrobianos de armeglpectro que se descubrieron
en los afios 40 de forma fortuita en el contextodasiarrollo de agentes antimaléricos. Se
observdé que los compuestos derivados de la 1,Bid@id presentaban actividad
antibacteriana, obteniéndose la estructura basidasdquinolonas: un anillo de piridona con
un sustituyente carboxilado en posicién 3. En 19@2her y colaboradores desarrollaron la
primera quinolona de uso clinico: el acido naliddxiantimicrobiano con actividad frente a
ciertas bacterias Gramnegatit/adsi, ya en 1964 el acido nalidixico se usaba end&
Unido para el tratamiento de infecciones del tractoaric’.

El nucleo bésico de las quinolonas esta constitp@ouna molécula de 4-quinolona
(Figura 1). Sobre este compuesto se han llevadaba eultiples modificaciones para
obtener moléculas con un mayor espectro de accionmegjores caracteristicas

farmacocinéticas que el acido nalidixico.

Figura 1. Estructura de la 4-quinolona
(o]
I

4

Las modificaciones mas notables fueron la adicienud atomo de fldor en la

posicion 6 y un grupo piperacinico o metil-pipenéa en la posicion 7, modificaciones que




condujeron a una mayor actividad biolégica y mejgeopiedades farmacocinéticas (buena
absorcion oral y amplia distribucion tisular). Egteipo de quinolonas se conocen como

fluoroquinolonas, antimicrobianos de primera lieeaniltiples procesos infecciodos

1.1.1. Estructura y clasificacion

La estructura de las quinolonas de uso clinico festéada por dos anillos, con un
atomo de nitrdgeno en la posicion 1, un grupo cdlben la posicion 3 y un grupo ceto en
la posicion 4.

Las quinolonas pueden clasificarse, al igual queede con las cefalosporinas, en
generaciones segun su espectro de accion, es&rugiimica y época de aparicion (Figura 2
y Tabla 1). En esta clasificacion las quinolonasdaun agrupadas en cuatro generaciones,
quedando fuera las quinolonas no fluoradas y lmsduis entre quinolona y oxazoliddifa

Figura 2. Estructura quimica de diferentes quinaéororrespondientes a
distintas generaciones.
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La primera generacion de quinolonas (acido nakigixi acido oxolinico) son activas
frente a algunas bacterias Gramnegativas y se puesde para el tratamiento de infecciones

urinarias no complicadas, ya que debido a sus pramfarmacocinéticos solo alcanzan una
concentracion adecuada en las vias urinarias.
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Las quinolonas de segunda generacion (norfloxagiogrofloxacino) presentan el
atomo de flior en la posicion 6 y el grupo piperaci o metil-piperacinico en la posicion 7,
amplidndose su espectro de accion y mejorandorspsedades farmacocinéticas, pudiendo

llegar a actuar frente a microorganismos GrampasityPseudomonaspp.

Tabla 1. Caracteristicas generales de las quineldaaificadas por generaciones.

Generacion Quinolona Actividad Indicaciones
. Acido nalidixico . .
Primera Cinoxacina Gramnegativos Infecciones del tracto
generacion ;. : o (salvoPseudomonaspp.) urinario no complicadas
Acido pipemidico
Segunda . . .
gunade Norfloxacino Gramnegativos Infecciones del tracto
generacion f . I o : .
Clase | Lomefloxacino (salvoPseudomonaspp.) urinario no complicadas
Segunda . . Gramnegativos, .
gunda Ciprofloxacino 9 " Infecciones del tracto
generacion : algunos Grampositivos y S o
Ofloxacino . . urinario y sistémicas
Clase Il patdogenos atipicos
Gramnegativos, algunos
Tercera Levofloxacino  Grampositivos (alternativa frer  Infecciones del tracto
- Esparfloxacino aS. pneumoniag estafilococo«  urinario, sistémicas y
generacion . : : L . .
Gatifloxacino sensibles a meticiling) respiratorias
patégenos atipicos
Moxifloxacino Infecciones del tracto
Cuarta Trovafloxacino  Gramnegativos, Grampositivos, urinario, sistémicas,
generacion Clinafloxacino  anaerobios y patdgenos atipicos respiratorias e
Sitafloxacino intraabdominales.

Las quinolonas de tercera generacion (levofloxggmesentan, ademas del atomo de
fldor en la posicion 6, una amplia variedad deisugbnes en las posiciones 1, 7 y 8, lo que
les permite ampliar su espectro de accién sobreoprganismos Grampositivos, siendo
activas frente &treptococcus pneumonigéStaphylococcus aureti®

Las quinolonas de cuarta generacion presentanlewada potencia y un espectro de

accion mas amplio, pudiendo actuar frente a midebas y bacterias anaerobias.




1.1.2. Relacioén estructura-actividad

Al tratarse de agentes antibacterianos principalensimtéticos es relativamente facil
discernir la relacion entre la estructura de laaalanas y sus propiedades farmacocinéticas,
microbiologicas y toxicas. A pesar de que ciertagiglyentes pueden ocasionar importantes
cambios en las propiedades quimicas y biologicdasiquinolonas, las propiedades finales
de la molécula van a depender de la interacciore éo$ radicales y el nucleo béasico de la
molécula.

La posicion 1 esta relacionada con la union adpsisomerasas tipo Il, diana de las
quinolonas. El sustituyente encontrado con mayeruigncia en esta posicion es un grupo
ciclopropil, responsable de incrementar la acti@iddrente a microorganismos
Gramnegativos. La presencia de un anillo bencéficmado aumenta la actividad frente a
patdgenos intracelulares y bacterias anaerobias.

En la posicion 2 se observan pocas modificaciosieado el radical mas frecuente el
hidrogeno. La presencia de un grupo carboxilictagosicion 3 es esencial para la actividad
de la quinolona. También es esencial para la detivantibacteriana de la molécula el grupo
ceto de la posicion 4. Estas dos posiciones seeatram en la zona de union al complejo
ADN-topoisomerasa.

En cuanto a la posicion 5, la presencia de un gampioo aumenta la actividad frente
a microorganismos Grampositivos; por su parte résgncia de un grupo metilo genera una
mayor potencia frente& pneumoniae

En la posicién 6 la presencia de un atomo de 8apuso un aumento significativo de
la actividad antibacteriana, debido al incremenébd espectro de accion y a una mejor
penetracion intracelular. Este radical se encugmtesente en la inmensa mayoria de las
guinolonas de uso clinico.

Debido al efecto del radical de la posicion 7 erpdéencia, espectro de accion y
propiedades farmacocinéticas de las quinolonasa essicion ha sido de las mas
investigadas. Los radicales lineales o pequefiomimligsen la potencia antibacteriana,
mientras que las moléculas con anillos heterooglide 5 0 6 atomos de carbono, en la
posicidbn 7, presentan una buena actividad. Los ogrumas comunes son: piperacina
(ciprofloxacino 'y norfloxacino), metil-piperacinaleyofloxacino y ofloxacino) vy

aminopirrolidina (gatifloxacino). Este ultimo tipge radical aumenta la actividad frente a

10



Introduccion

microorganismos Grampositivos y anaerobios. Lagm@sa de un grupo metilo en el carbono
4 del anillo de piperacina genera un incremento laleactividad frente a bacterias
Grampositivas, pero a cambio de un descenso drivédad frente &. aeruginosa

Finalmente, en la posicion 8 los radicales halodesdfltor y cloro principalmente)
generan un aumento de la actividad frente a bastanaerobias y mejoran la absorcién oral.
El problema es que estos radicales ocasionan kitatad. La presencia de un grupo metoxi
(moxifloxacino) en esta posicién provoca un incretoede la actividad y expansion del
espectro de accion.

1.2. Mecanismo de accion de las quinolonas

Aunque el &cido nalidixico comenzé a utilizarseapelrtratamiento de infecciones del
tracto urinario en los afios sesenta, no fue h&i& tuando se conocid su mecanismo de
accion. En este afio se demostré que este compnobkgita especificamente a la ADN girasa
en Escherichia coli. Posteriormente se comprobd que las quinolona®twafectaban a la
ADN girasa, sino también a la topoisomerasa IVag&slos enzimas son esenciales para las

células, participando en el proceso de sintesia0al.
1.2.1. Estructura y funcién de las topoisomerasas

Las topoisomerasas se clasifican en funcion de scanismo de accion en dos
grupos: topoisomerasas tipo | y tipo Il. La accittnambas enzimas es similar: provocan la
rotura del ADN, promueven el paso de una caden@lDie¢ por la rotura y finalmente llevan
a cabo el sellado de la rotura. Sin embargo seedifgan en base al nUmero de hebras de
ADN que cortan por ronda de accién

Las topoisomerasas tipo | producen el corte desof@hebra de ADN eliminando el
superenrrollamiento negativo, permitiendo de estaé la relajacion del ADN. Por su parte,
las topoisomerasas tipo Il provocan el corte de das hebras. Este ultimo tipo de
topoisomerasa constituye la diana de las quinoJocascretamente la ADN girasa y la
topoisomerasa V. Estas enzimas son imprescindpgdes el empaquetamiento del ADN, la
replicacion, la transcripcion, la recombinacion;. edmbas enzimas interaccionan con el

ADN a través de su extremo amino terminal.
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La ADN girasa y la topoisomerasa IV son heteroteéi®s con dos subunidades A 'y
dos subunidades B (Figura 3). Las subunidades ka @®N girasa y la topoisomerasa IV
estan codificadas por los genggrA y parC, respectivamente; las subunidades B estan
codificadas porgyrB en la ADN girasa yparE en la topoisomerasa 1V En bacterias
Gramnegativas la topoisomerasa inhibida principatmepor las quinolonas es la ADN
girasa, mientras que en bacterias Grampositivagnaipal diana de estos antimicrobianos es
la topoisomerasa IV. Ya que estas enzimas tienecidnes diferentes, es esperable que las
bacterias difieran en su respuesta a las quinolemésncion de la diana primaria de éstas.

Figura 3. Estructura de la ADN girasaMgcobacterium tuberculosis
Adaptado de Piton y cdf$

GyrA

En general, las topoisomerasas tipo Il presentansanuencia altamente conservada,
aunque presentan diferentes funciones celulares, rgfiejan sus distintas preferencias
cataliticas. La ADN girasa es la Gnica capaz de introducieseprrollamientos negativos en
el ADN, algo esencial para mantener un nivel addocude enrollamiento del ADN y que
pueda llevarse a cabo la replicacion y la transiip Esta actividad se debe a una caja de 7
aminoacidos (GIn-Arg-Arg-Gly-Gly-Lys-Gly) situadan eel extremo carboxi terminal de la
subunidad A (GyrA) de la proteina; de modo que piates en esta regién eliminan la
habilidad de la ADN girasa de introducir superellaroientos'*? Por su parte, la

12



Introduccion

topoisomerasa IV relaja superenrrollamientos negstiy tiene actividad decatenasa,
encargandose de la separacion de las hebras det@®BNa replicacion, lo que permite la

segregacion de los cromosomas bacteridnos

Figura 4. Esquema de accién de la ADN girasa. Nmtib de Collin y cof$.

En E. col, las subunidades GyrA (857 aminoéacidos, 97 KDa) yCP&/52
aminoacidos, 75 KDa) comparten aproximadamente &% 8e identidad aminoacidica,
mientras que GyrB (804 aminoacidos, 90 KDa) y R&3d aminoacidos, 70 KDa) el 40%.
A pesar de sus diferencias estructurales y funt@snal sitio activo de ambas enzimas lo
representa un residuo de tirosina (Tyrl22), el sedbcaliza en la region amino terminal de
las subunidades A. Esta region es la zona mas m@igse situandose en ella la region QRDR
(Quinolone _Resistance _Btermining _Rgior), donde se concentran las mutaciones

responsables de la resistencia a quinolonas.
1.2.2. Mecanismo de accion de las quinolonas

Durante los ultimos afios no ha habido consens@ ssbnecanismo de accion de las
quinolonas, existiendo polémica sobre cual eraidaad primaria a la que se unian estos
antimicrobianos. Los Ultimos resultados de crigiatia por rayos X llegan a ser

contradictorios.
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Acorde a estos datos cristalograficos se han esidbl dos modelos. El primero de
ellos establece que la hélice 4 de la ADN girasa esie se une directamente a la quinolona
(Figura 5). Segun este modelo, el extremo del shdie la posicion 7 de la quinolona
(normalmente un grupo piperacinil) interacciona eesiduos localizados en el extremo
amino de la hélice 4, como el residuo 81, de unasisubunidades GyrA. Por otro lado, los
grupos carboxilico y ceto de las posiciones 3 yeMadhtimicrobiano interaccionan con los
residuos aminoacidicos de las posiciones 83 y &pectivamente, de la otra subunidad
GyrA™.

Figura 5. Modelo de Unién de la quinolona a ladeai.
Adaptado de Drlica y col3

Motivo aromatico
Radiecal C7

En el segundo modelo, llamado modelo de interaaadel ADN, las quinolonas
interaccionan directamente con el ADN (Figura 6)sistituyente de la posicion 7 interactia
con las bases del ADN y no con el aminoacido 81adADN girasa. La interaccion del
antimicrobiano con la topoisomerasa tiene lugameés de un ién Mg, i6n que pone en
contacto el grupo C3-carboxilico con residuos sitigaen el QRDR de las topoisomerasas.
Existe controversia sobre si el grupo ceto de &gxin 4 de las quinolonas interactla con el
QRDR a través de un i6n Kfgo forma puentes de hidrégeno con aminoacidosdsisifuera
del QRDR de las topoisomeraSas.

Estos modelos explican parte del efecto que algomaaciones cromosomicas tienen
sobre la resistencia a quinolona (como los resi@io83 y 87), pero no la importancia de las

demas posiciones aminoacidicas de las topoisonser@ampoco explican el efecto de los
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diferentes radicales que pueden aparecer en lasqes 1 y 8, los cuales son importantes
para la actividad antibacteriana de la quinotGna

Algunos autores mantienen que la interaccion dguiaolona con su diana es un
proceso secuencial, y sostienen que ambos modsbrante son el mismo, representando

dos pasos diferentes de la formacién del compleiiooipna-topoisomerasa-ADR|

Figura 6. Modelo de Intercalacion del ADN. Adaptaito
Drlica y cols”.

Quineclona

Hélice 4 S Hélice 4

““- [
Helice 2

1.2.3. Efecto de las quinolonas sobre las célulaadberianas

Las quinolonas tienen un doble efecto sobre lasasbacterianas, por un lado un
efecto bacteriostéatico y por otro un efecto bacidsi (Figura 7).

El efecto bacteriostatico ocurre a bajas conceiomas de quinolonas. En esas
condiciones se forman los complejos quinolona-tegoerasa-ADN, en cuyo interior
aparecen roturas de ADN de doble cadena. Estoslemsipmpiden el movimiento de la
horquilla de replicacion; por lo tanto, se produaeinhibicion de la replicacion y del
crecimiento bacteriano. Es un fenomeno reversibleefacionado con la accion letal de las
quinolonad®. Durante esta etapa bacteriostatica se podriagratibalgunos extremos
monocatenarios de ADN (sin tratarse de una fragameedt de todo el cromosoma), los

cuales podrian inducir la activacién del sistem&'€&. Este sistema esta implicado en la
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reparacion del ADN, recombinacion y mutagénesisa Ue las consecuencias de la
activacion de este sistema es la expresion dekfidngen que codifica un inhibidor de la
divisién celular, promoviéndose la filamentaciénut®. La activacién del sistema SOS
contribuye a la adquisicion de resistencia a qoimat. Se desconoce si mediante esta ruta se

podria producir la muerte celular.

Figura 7. Representacion esquemética de la aceidasdjuinolonas.
Modificado de Cheng y caf’

e
+ 99

ADN

I Topoisom erasa
L

4
Quinolona Bajas concentraciones Inhibicion

de guinolonas
L

- 5 sintesis de
ADN

Fragm entacion Fragmentacion
omi Elevad omi

crom os6mica evadas cromosémica Respuesta SOS

dependiente concentraciones independiente
sintesis proteinas de quinolonas sintesis proteinas
— _': _ | C_‘J—
Filam entacidn
celular
Muerte celular i Muerte
rapida celular lenta?

El efecto bactericida de las quinolonas se deb@eaagasionan la fragmentacion
cromosOmica, lo que desencadena una serie deagrasdajue conllevan a la muerte celular.
Las quinolonas producen la fragmentacion cromos@®nmor dos vias diferentes: una
dependiente de la sintesis de proteinas y otrgpémttiente de dicha sinteisEn general,
las quinolonas mas antiguas actlan a través dentena via y las modernas a través de las
segund®. Entre las quinolonas que actGan por la primee sd encuentran el &cido
nalidixico y el norfloxacino. En algunos casos ¢aian letal de las quinolonas que actdan

16



Introduccion

por la via dependiente de la sintesis de proteisashibida en condiciones de anaerobiosis,
lo que indica que para el efecto bactericida detageantimicrobianos en necesaria la
presencia de oxigeno.

En la ruta dependiente de sintesis de proteinfradenentacion cromosomica podria
deberse a 3 sucesos: 1) digestion de la giraspmteasas, 2) corte en el ADN por una
nucleasa a ambos lados del complejo quinolonagopmrasa-ADN o 3) desnaturalizacion
de proteinds. En cualquiera de los casos se produce la likerade extremos de ADN
monocatenario que activan por diferentes vias lartawcelular.

Elevadas concentraciones de ciprofloxacino matdasabacterias mediante la via
independiente de la sintesis de proteinas. Paezogus en esta ruta las quinolonas actian
sobre la disociacion de las subunidades de lasstperasas, lo que deja los extremos
monocatenarios de ADN del complejo quinolona-topmisrasa-ADN al descubierto,
produciéndose la muerte celdfar

Los sistemas toxina-antitoxina también contribuysnefecto bactericida de las
quinolonas. Se ha comprobado como mutaciones &steina MazEF eB. coliaumentan la
supervivencia en tratamientos con &cido nalidixi8e. cree que este sistema produce la

muerte celular por una ruta dependiente de espexietivas de oxigeA6

1.3. Mecanismos de resistencia a quinolonas

La aparicidbn de resistencia a betalactamicos, juto las mejoras tanto en la
actividad biolégica como en las propiedades farmiaéticas aportadas por las
modificaciones estructurales del &cido nalidixiconvirtieron a la segunda generacion de
quinolonas en antimicrobianos de primera lineatéramnumerosas infecciones. Sin embargo,
el principal problema del uso de fluoroquinolonassido la rapida aparicion de resistencia a
las mismas. La resistencia emergio primero en dm€iramnegativos no fermentadores y en
bacterias Grampositivas, pero pronto aparecié &ravacterias y otros microorganismos de
importancia clinic®?".

En lo dltimos afios se ha comprobado un incremeattas tasas de resistencia a
quinolonas en enterobacterias. En la Figura 8 sdeuobservar las tasas de resistencia.de

coli a fluoroquinolonas en los afios 2005 y 2012 enehtes paises de Europa.
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Figura 8. Comparativa de las tasas de resisterfziaraquinolonas

(fenotipo R) erk. colien 2005 y 201ZFuente EARS-Net.
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Figura 9. Panorama europeo de la resistencia eotjumolonas eik.
coli y K. pneumoniaéfenotipos | y R) en 2012. Fuente: EARS-Net.
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En nuestro pais, segun datos del EARS-Netrdpean _Atimicrobial Resistanse
Surveillance Nework; http://www.ecdc.europa.eu/en/activities/surveile/ EARS-Net), la
tasa de resistencia a quinolonas ha aumentadotemp&sodo de un 28% a un 34% En
coli. En el caso delebsiella pneumoniada tasa de resistencia a fluoroquinolonas ha
aumentado en Espafia en el mismo periodo del 11%,%%. Este aumento de la resistencia
a quinolonas no solo se observa en nuestro pagsgse es una tendencia generalizada en la
mayoria de los paises europeos.

En la Figura 9 se puede ver el estado de la rasiat@ fluoroquinolonas en Europa
en el afio 2012 dE. coliy K. pneumoniaeEn los mapas se muestran los porcentajes de
cepas no sensibles, incluyendo cepas con fenagstente (R) y de sensibilidad intermedia
.

Inicialmente se penso que la resistencia a quilsldardaria en aparecer ya que se
trataba de farmacos de origen sintético con unmuescanismo de accion, sin embargo la
resistencia aparecio rapidamente. La adquisiciénedistencia a quinolonas es un proceso
secuencial, provocado principalmente por la acuonitade mutaciones cromosomicas en
los genes que codifican las topoisomerasas tiphuihque las mutaciones en los genes de la
ADN girasa y la topoisomerasa IV suponen el priacimecanismo de resistencia, existen

otros mecanismos tanto cromosomicos como plasnsidico
1.3.1. Mecanismos cromosdmicos

Los mecanismos cromosomicos de resistencia a quiaslson tres: modificaciones
en los genes de las dianas de las quinolonas (A<agy topoisomerasa V), alteraciones
en las bombas de expulsion activa y cambios errdagabilidad de la membrana debido a
mutaciones en los genes codificantes de poringwir&ipios de los afios 90 se aislé en un
modelo murino de infeccidén peritoneal una cep@daeruginosacon elevados niveles de
resistencia a quinolonas debido, entre otros fasf@a una modificacion del lipopolisacéarido
(LPSY?®, pero existe poca informacion al respecto de resiganismo de resistencia. Algunos
autores sostienen que &n coli la modificacion del LPS podria darse como respuast
estrés oxidativd.
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1.3.1.1. Modificacion de las dianas

La resistencia a quinolonas se debe principalment@utaciones en los genes
codificantes de las topoisomerasas tipo Il. Endyaag Gramnegativas las mutaciones se
concentran en la region QRDR dgrA, entre los aminoacidos 67 y 106. Aunque se han
descrito numerosas mutaciones con diferente regiércen la disminucién de la sensibilidad
a quinolonas, las mutaciones principalmente imghsaen el desarrollo de resistencia en la
subunidad A de la ADN girasa se dan en las possi®er83 y Asp87 da. coli, 0 en las
posiciones equivalentes en otros microorganiéidsn la mayoria de los casos estas
sustituciones suponen el cambio de un residuo mpolauno polar; este cambio afecta a la
estructura tridimensional de la topoisomerasa, fivagido su sitio activo y/o disminuyendo
la afinidad de las quinolonas por &llaEn E. colilos cambios mas comunes son Ser83Leu,
Ser83Thr y Asp87Asn, aunque no son las Unicastscistnes posibles. Se ha comprobado
que mutaciones adicionales producidas en la posi@ér80 deparC provocan una

disminucién adicional de la sensibilidad a quinalsh

Tabla 2. Principales mutaciones descritas en el RB&gyrA enE. colf®*

Aumento de la CMI

Aminoécido silvestre Sustituciones (NGmero de veces)

Ala67 Ser 4

Gly81 Cys, Asp 8

Asp82 Gly 8

Ser83 Leu, Thr, Ala, Trp 10 -32
Alag84 Pro 8

Asp87 Asn, Val, Gly, Tyr, Ala 16

GIn106 His, Arg 4-10

Como puede observarse en la Tabla 2, no todas Ugaciones confieren el mismo
descenso de la sensibilidad a quinolonas, sierglpdaiciones mencionadas anteriormente
las que confieren un mayor aumento de la Concéatradinima Inhibitoria (CMIJ***% La
Tabla 2 recoge las principales mutaciones desceitaaislados clinicos de. coli. Se han

realizado estudios con cepas isogénicak.deoli donde se ha comprobado que el efecto de
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las mutaciones en las posiciones 83 y 87 de Gyréirear al hallado en aislados clinicos
36,37

En microorganismos Grampositivos la resistenciaiaajonas se debe inicialmente a
mutaciones emarC, y posteriormente a mutaciones @rA'®. Como ya se ha mencionado,
existe un alto grado de conservacion entre los ggeeelas topoisomerasas, o que se ve
reflejado en que las mutaciones asociadas a messtee localizan en puntos homologos del
QRDR degyrAy parC; las posiciones 81, 83 y 87 de GyrA equivalensglasiciones 78, 80
y 84 de Part.

También se han descrito mutaciones en los genéficaotes de la subunidad B de la
ADN girasa @QyrB) y la topoisomerasa IVpérE), aunque su relevancia parece ser mucho
menor. En el caso dgyrB, las sustituciones se producen principalmente aemegion
comprendida entre los residuos 426 y447

Tanto en bacterias Gramnegativas como en Gramyassigl nivel de resistencia a
quinolonas es proporcional al nUmero de mutaciones.

La alteracion de la diana es un fenbmeno secueifig@@litando la presencia de una
mutacién la aparicion de una segunda, y asi suesinte hasta presentar 3 0 4 mutaciones,
lo que conduce a elevados niveles de resistensta. ffoceso secuencial tiene importantes
consecuencias epidemiologicas, ya que existe urvadde riesgo de seleccionar
microorganismos con alto nivel de resistencia derahtratamiento con fluoroquinolonas en

cepas con alguna mutacién preexistente en los genles topoisomerasas tip&’ll
1.3.1.2. Sistemas de expulsion activa

Aunque la modificacion de la diana es el mecanisms importante de resistencia a
guinolonas, cada vez se da mas importancia a kEempe& de mecanismos de flujo activo
(bombas de expulsion) capaces de expulsar el antim@ano de la bacteria, impidiéndose de
este modo alcanzar las concentraciones suficierdes quinolonas para dafar
irreversiblemente el ADK.

Los sistemas de expulsion activa juegan un papehced en las bacterias,
contribuyendo al mantenimiento de la homeostaslslazte Estos sistemas pueden ser
especificos para una molécula o eliminar molécaktructuralmente diferentes. Los genes

gue codifican estos sistemas pueden encontraresecgamosoma bacteriano o en elementos
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genéticos moviles. Algunos de estos sistemas spnesxdos constitutivamente (siendo
responsables de la resistencia intrinseca a ciartisicrobianos en distintas especies de
microorganismos), mientras que otros son contralgao sistemas de regulacion o inducidos
por mutacioné$.

Los sistemas de expulsion activa bacterianos sdickn en cinco categorias segun el
namero de componentes del sistema, su secuena@acrdica, l0s sustratos que elimina, la
fuente de energia utilizada para el transporteageroléculas a través de la membrana y el
nimero de segmentos transmembrana. Las cinco danséi detallan a continuacld(fFigura
10).

* Familia RND (Resistance Nodulation Divisign
Este sistema de bacterias Gramnegativas estd fornmd 3
componentes: una proteina transportadora o bonsbéizada en la membrana
interna, una proteina de fusion situada en el @spaeriplasmico y una
proteina localizada en la membrana externa o c&mekE. coli las proteinas
que forman este sistema son AcrB, AcrA y TolC, eeipamente. La energia
procede de un gradiente de protones. TolC puedestionar con bombas de
otras familias como MFS (ErmAB) o ABC (MacAB).
El sistema AcrAB-TolC es el principal sistema dmsiporte activo en
E. coli. EnP. aeruginosaste sistema esta representado por MexAB-OrpM.
* Superfamilia ABC (ATP-Binding Cassettp
Este sistema obtiene la energia de la hidrélisi8T y es capaz tanto
de expulsar compuestos del interior celular comgtutarlos del exterior.
Aparece en bacterias Grampositivas y Gramnegatieasestos Ultimos se
asocia a una proteina de fusion y a una de memilesdaeena. ErE. coli esta
representado por el sistema MacAB.
* Familia MATE ( Multidrug And Toxic-compound Extrusioi
Este sistema presente en microorganismos Gramjssitiy
Gramnegativos utiliza un gradiente de protones pataner la energia para
expulsar compuestos del interior celular.Ercoli el sistema YhdE pertenece
a esta familia.
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¢ Familia SMR (Small Multidrug Resistancg

El sistema ErmE deé. coli se incluye dentro de esta familia de
transportadores con cuatros segmentos transmemli@renergia se obtiene
de un gradiente de protones.

« Superfamilia MFS (Major Facilitator Superfamily)

La energia para el transporte de moléculas esidatele un gradiente
de protones. En microorganismos Grampositivos esocmmponente, pero en
bacterias Gramnegativas debe asociarse a unanaratei fusion y a una
proteina de membrana externa. El sistema ErmAE.deoli forma parte de

esta superfamilia.

Figura 10. Representacion esquemaética de los ditsgsistemas de expulsion activa.
Modificado de Piddock.

Gram positivos Antibidtico Antibidtico Antibiético

Antibidtico Antibidtico

4

MATE

Gram negativos

En E. coli se han descrito 7 bombas de la superfamilia MF& & familia RND y
s6lo una de las familias SMR y MATE vy la superfaanABC. En esta bacteria el sistema
AcrAB-TolC juega un importante papel en la expuisattiva de quinolonas. Este sistema en
E. coli se encuentra regulado por varios genes caoradr marA o soxS Mutaciones en el
genacrR represor local dacrAB, incrementa la actividad de la bomba. Algo simslacede
con la inactivacién denarR La expresion de los genasrA, acrBy tolC es activada por el
producto del gemarA Este gen en condiciones normales se encuentianiép por MarR.

Sin embargo, mutaciones en el gearRocasionan la desrepresionrdarA induciéndose la
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expresion del sistema AcrAB-TolC. Esto ocasionaumento de la expulsion de quinolonas
del interior celular, disminuyendo la concentracioterna de estos antimicrobianos. A su
vez, marR regula la expresion de la porina OmpF. MutacicgremarR provocan también
una disminucion de la expresion de la porina Ompl, MarA. Esto ocasiona una
disminucion de la entrada de quinolonas a la c&atderiana. En resumen, mutaciones en la
proteina MarR aumentan la resistencia a las quiasl@al disminuir su concentracion interna,
tanto por un aumento de la expulsion de los farsiammo por una disminucién de la

entrada de éstds"’
1.3.1.3. Alteraciones de la permeabilidad de la brama

En bacterias Gramnegativas el acceso al interiatacede las quinolonas sucede por
difusion pasiva (quinolonas hidrofobicas) o a teadé porinas (quinolonas hidrofilicas). La
pérdida de porinas o la expresion de porinas disrastructuralmente contribuyen a una
disminucion de la sensibilidad a quinolonas. Es&canismo no suele tener relevancia
clinica a menos que vaya asociado a otros mecasisimaesistencia, ya que no inhiben
completamente la entrada de quinolonas a la é&lula

En E. coli la principal porina esta codificada por el genpF, y supone la principal
via de entrada de las quinolonas hidrofilicas &trior celular. La disminucion de la
expresion de las porinas puede deberse a modditegio inactivaciones de los genes
codificantes de éstas, asi como en los genes degaly como es el caso del opemar.
Mutantes con la expresion dempF disminuida presentan un aumento de la CMI de
quinolonas de entre 2 y 4 vetes

En K. pneumoniadas principales porinas son OmpK35 y OmpK36. Be easo, las
mutaciones que producen una disminucién de la siprede dichas porinas solo tienen
efecto sobre la sensibilidad a quinolonas en cepasnecanismos adicionales de resistencia
a quinolonas (modificaciones en las topoisomerasasitaciones que afecten a sistemas de

expulsion activay.
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1.3.2. Mecanismos plasmidicos

En 1998 Martinez-Martinez y colaboradores deseutmmi el primer mecanismo de
resistencia a quinolonas mediado por plasmido encepa dé&. pneumoniagrocedente de
Alabama (EE.UU.). Se observé que transconjugantesgntenian este plasmido (pMG252)
presentaban un incremento de la CMI de quinolomaes,en el caso de. colifue de 8 a 64
veces. Se comprobod que este incremento de laenesistse debia a un gen de 657 pares de
bases al que se denomiqur (dequinolone tesistancg’. A partir de este descubrimiento se
han descrito varios mecanismos de resistencianmlgumas mediados por plasmidos.

Actualmente se han descrito tres tipos de mecasigsilasmidicos de resistencia a
qguinolonas: 1) proteccion de la diana, 2) modifi@acenzimatica de las quinolonas y 3)

sistemas de expulsién activa.
1.3.2.1. Proteccion de la diana: gegas

En los ultimos afios han aparecido nuevas variahéisas del gegnr, adquiriendo
el nombre deqgnrAl el primero que se describio. La busqueda de nuewesanismos
plasmidicos de resistencia a quinolonas ha lle@hd@scubrimiento de otras cinco proteinas
similares: QnrS, QnrB, QnrC, QnrD y QnrVC. Se hasalito varias variantes alélicas de
estas proteinas, existiendo actualmente: 7 QnrAQnrB, 9 QnrS, 2 QnrD, 5 QnrvVC y un
solo representante de QnrC (revisado en marzo Hé 2fp://www.lahey.org/gnrStudies).

QnrS fue descrita en el afio 2005 en un aisladShigella flexnericausante de un
brote de enterocolitis en Japén. Se trata de wtaipa de 218 aminoacidds

En el afio 2006 Jacoby y colaboradores descubrignonuevo gergnr (qnrB) en
cepas deK. pneumoniaegprocedentes de la India,. Este gen codifica umtéepra de 214
aminoacido¥’.

En el afio 2009 se describié la presencia de dosasywoteinas Qnr: QnrC y QnrD.
El gengnrC fue descubierto en un aislado clinicoRteteus mirabilisportador del plasmido
pHS9 en China. QnrC es una proteina de 221 amihogti Por su parte, QnrD, proteina de
214 aminoacidos, también fue descubierto en Chieap en este caso en una cepa de

Salmonella enterica.
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En el afio 2008 se describié en Brasil un gen tipoean el cromosoma deibrio
cholerae(denominadaynrVC)®®. Al tratarse de un gen cromosémico no fue aceptatao
gengnr. A la vez se detect6 una forma no funcional esmpldos de la famili&/ibrionaceae
Posteriormente se describieron en plasmido¥ .deholeraey Vibrio fluvialis dos nuevas
variantes funcionaleginrVC4y qnrVC5 respectivamenté siendo aceptado el gemrVC
como gergnr. QnrVC1 es una proteina de 218 aminoacidos.

En la Tabla 3 se muestra la identidad aminoacidittae las primeras proteinas

descritas de cada familia de proteinas Qnr.

Tabla 3. Identidad aminoacidica de las distintases de proteinas Ofir®

QnrAl QnrB1 QnrC QnrD1 QnrS1
QnrB1 43% - - - -
QnrC 64% 41% - - -
QnrD1 48% 61% 43% - -
QnrS1 59% 44% 59% 32% -
QnrvCi 57% 48% 74% 46% 65%

Los genesqnr codifican proteinas pertenecientes a la familia pdeteinas con
repeticiones pentapeptidicas. Estas proteinasraeteazan por presentar repeticiones de una
secuencia de 5 aminoacidos semiconservada: [SerAlho Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe]
[Ser, Thr o Arg] [GIyf®.

Actualmente existe consenso a nivel mundial paretaenclatura y definicion de los
genegynr’®. Un gengnr se define como un gen de origen natural que cadifha proteina de
repeticiones pentapeptidicas y confiere bajo ndelresistencia a acido nalidixico o a
fluoroquinolonas. Las familias de gengsr difieren en al menos un 30% de su secuencia
nucleotidica o aminoacidica. Dentro de cada fapliis diferentes alelos difieren en uno o
mas aminoacidos.

Se conocen mas de 1.000 proteinas perteneciemgs damilia, sin embargo no se
conoce claramente su funcion biologica. MfpA es praeina de esta familia presente en el
cromosoma de varias especies de micobacterias r@ndaentidad aminoacidica del 18,9%

con QnrAf°. Esta proteina, de funcién desconocida, provocdesaenso de la sensibilidad
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a quinolonas cuando se expresé&emoli ya que compite con el ADN para unirse a la ADN
girasa. De este modo, las quinolonas no puedenafoeh complejo con el ADN vy la
topoisomerasqd® También se ha visto que existen proteinas coneticignes
pentapeptidicas que forman parte de un sistemaaaititoxina, como McbG. McbG
protege a la ADN girasa de la microcina B17, mdeque inhibe esta enzima al igual que
las quinolona¥.

La funcion fisiologica de las proteinas Qnr no @eace actualmente. Se ha postulado
gue estas proteinas podrian pertenecer a un sidi@xra-antitoxina; actuarian como
antitoxinas protegiendo a la ADN girasa y a la tepmerasa IV de alguna toxina natural
todavia no conocida Las proteinas Qnr también podrian actuar comd, Gyrregulador de
la ADN giras&*. Por dltimo, la presencia de una caja de uniéexALen las proximidades
de gnrB y qnrD podria indicar que estas proteinas estan implicadala proteccion de las
células ante dafios en el ABN®

Se ha visto que las proteinas Qnr no estan imgl&cad en modificacion enzimatica
de las quinolonas ni en la disminucidn de la cotteeion intracelular de éstas, sino que
interaccionan directamente con la ADN girasa ydpotsomerasa IV. La unién entre la
proteina Qnr y la topoisomerasa se produce antgsi@el enzima se una al ADN, de forma
que se reduce el efecto de las quinol®nEs

Aungue se han encontrado diversos genegjiip@n el cromosoma tanto de bacterias
Gramnegativas como Grampositivas, se desconoceosble origen de la mayoria de
proteinas Qnr. Se piensa que los geges se originaron a partir de microorganismos
acuaticos y/o ambientales. En el caso de QnrAlosihle que su origen se encuentre en
Shewanella algaeya que se ha identificado un gen t@o en el cromosoma de esta bacteria
gue presenta en torno a un 97% de identidad amglioacongnrAl Ademas el contenido
G+C del genoma de esta bacteria (52%) coincideetdal gemnrA1°°.

En el cromosoma de diferentes especies de la &aNiitirionaceae se han encontrado
genes tipainr que presentan una homologia de entre el 40 y%ld®h los genegnr. EnV.
splendidushay un gen cromosomico que presenta una idenéidadoacidica del 84 y 88%
con gnrS1y qnrS2 respectivamenf®’> Con respecto a QnrB, existen proteinas de
codificacion cromosoOmica con una elevada identidadnoacidica erStenotrophomonas

maltophlia(Smaqnr, 88%) ySerratia marcescen&maqnr, 80%). Smqgnr es responsable de la
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resistencia intrinseca d& maltophliaa quinolonas, y Smaqgnr origina una reducciéon de la
sensibilidad a quinolonas cuando se expreda eoli'*"?

También se han descrito genes tigor en el cromosoma de gran cantidad de
microorganismos Grampositivo€nterococcus faecalisEnterococcus faeciumListeria
monocytogenes, Clostridium perfringem8acillus subtilis La expresion de estos genes en
E. coli provoca una disminucion de la sensibilidad a doimas”, por lo que podrian estar
implicados en la resistencia natural a quinolonasldunas de las especies donde se han
descrito. Estos genes cromosomicos muestran untddd aminoacidica entre el 15y 32%
con respecto a los gengsr, observandose ciertas posiciones conservadas lersdipos de
genes. Estos datos sugieren que los genes gipode codificacion cromosémica de
microorganismos Grampositivos y de Gramnegativaripno actuar de reservorio potencial

de nuevos genapir plasmidicos.

Figura 11. Comparacion de las estructuras de AR@nMtMfpA (B) y
EfsQnr (C). Modificado de Xiong y cdfs
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Mediante la cristalizacion de diversas proteinastggeptidicas encontradas en el
cromosoma de microorganismos Grampositivos y Grgathes (MtMfpA de M.
tuberculosis EfsQnr dek. faecalisy AhQnr deAeromonas hydrophijase ha visto que la
estructura tridimensional de estas proteinas denss la formacién de unf-hélice
cuadrangular y dextrogira. Esta estructura es aingh tamafio, curvatura y caracteristicas
electrostaticas a la forma B del ABN®"®(Figura 11).

Al estudiar las secuencias de los gegesy compararlas con las secuencias de las
proteinas pentapeptidicas anteriores, se obsee/agyproteinas Qnr, asi como AhQnr, estan
formadas por 36 repeticiones pentapeptidicas untgridas por dos asas que se proyectan
hacia el exterior de la proteina. Estos dos budstgn ausentes en las proteinas
pentapeptidicas de. faecalisy M. tuberculosi§’ (Figura 11). Ademas, la secuencia de estos
lazos se encuentra altamente conservada, sobrdaath lazo mas largo o bucle 2 (Figura
12). Mutaciones en el bucle 2 de la proteina Ah&lectan a la proteccion de la ADN girasa
frente a quinolonas, lo que indica el posible pageleste asa para el desarrollo de la

actividad de la proteina.

Figura 12. Alineamiento de las secuencias amin@ddie QnrAl, QnrB1, QnrS1, QnrC,
QnrD1, AhQnr, EfsQnr y MtMfpA. Modificado de Parlcpls’”.

e . Bucle 1
I Extension N-terminal ]

[T D-KVFQQ- EDFS SRFRRCRFYQCDFS FEDCSFIESGAVI 66
QAT e e MA-LALVG-EKID EKIENSTEFNCDES EFIGCQFYDRESQ 63
QArS1 = sesemsesasssssamasa=a= N-HTYRH- HNFS| LTFTACTFIRSDFR FVNCKFIEQGDI 66
[0 11 - e H-KTYDQ- IDFS HHFSHCKF FGCNFN FMGCTFIESNDF 66
Qa1 seeeeeeeissassaeaaas- ME -KHFIN-EKFS RVKNIAFSNCDFS EFVDCSFYDRNSL 63

ARQRr 0 eeeeeeeeeiiaeaceas MIKD-KCFEG- VRFE EQFQGCRF IGCNFS RFVDCSFYDRESE 85
EfsQnr MKITYPLPPNLPEQLPLL - ----TNCQLEDE - -- - LYQQIDLPNQEVRNERRRBAVRDHLSLA - - - - - 71
MMTpA QUWVDCEFTGRDFR 41
QnrAl TEFRECDLKGANFS SHKMYFCSAYISGCNLAYTNLS ELFENNWSNANL 156
QnrB1 TEIRHCRAQGADF R ITTRTWFCSAYITNTNLSYANFS ELWENRWIGAQVL 153
Qnrs1 SNRMYF CSAFISGCNL SYANME ELFENRWIGTNL 156
anrC SNKMYF CSAYITGCNLSYANF DLFENKWVGASL 156
QnrD1 ITTRSWFCSAYITKTNLSYANFS ELWENRWNGTVIT! 153
AhQnr ITVKSYFCEAHLTGNNF SYANFE ELSGNRWQGANLF 155
EfsQnr FNQTRLVESEFF 151
MMMpA LNLTGCRLRETSL 2
QnrA1 ICAWQQEQLLEPLGVIV- - 215
Qnri1 LDNYQASLLMERLGIAV-- 212
Qnrs1 IKIAAWQQELILEALGIVV-- 215
QnrC DLTHSELNGLEPR ICSWQQEQLLEQLGVIV-- 215
QnrD1 DLTGGALGELDARR LDGEQALQLVESLGVIV-- 212
AhQnr DLRQCDLPGLDLRR] INEDQQQALLEQIGLIVFP 216
EfsQnr LDFSQNTFERLTFS LKVTPEQATIYLASALGLVIT- 21

MfpA LRGATVDPVLWRT VDVDQAVAFAABHGLC LA - 181
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Las bacterias que portan gemgs poseen con una alta frecuencia otros mecanismos
de resistencia a quinolonas: modificaciones erdiasas, pérdida de porinas, etc. Se han
descrito casos en los que se ha detectado la pr@sts mas de un gamr en el mismo
plasmido, normalmente se trata de la coexistere@gndS congnrA o gnrB. En estos casos
no se aprecia un efecto aditivo entre éfié3

Los genes de resistencia a quinolonas se han eadonén plasmidos de tamafios
muy variados (7 — 320 Kb) y de distintos gruposra@mepatibilidad, asi como asociados a
otros determinantes de resistencia.

Los geneggnrA 'y gnrB se han encontrado en integrones de clase 1 yadesca
secuencias ISCR1. Los gergggB se han visto también asociados a la recombina48@r
0 a ISEcpl. A diferencia dgnrA y qnrB, los genegjnrS no se asocian a ISCR1 ni a
integrones (aungue existen casos en que se asoestnucturas tipo Tn3) y suelen aparecer
en plasmidos mas pequeffbOtra diferencia entre estos tres genes es ebhgelgue los
plasmidos portadores dgnrA y gnrB suelen portar otros determinantes de resistencia a
betalactamicos, aminoglucoésidos, cloranfenicolratétlina, rifampicina o cotrimoxazol,
mientras que los que portanrSno, quizas debido a su menor tanfafio De los entornos
genéticos dgnrCy gnrD existen muy pocos datos; mientras queVC se ha detectado en
integrones de clase®®

1.3.2.2. Modificacion enzimatica de las quinolorgenaac(6’)-Ib-cr

En 2006 se describio un nuevo gen responsable dmlerso de la CMI de
ciprofloxacino en aislados clinicos e coli en Shangéf. Se trataba de una variante de una
acetiltransferasaaéc(6’)-Ib) capaz de acetilar aminoglucésidos, confiriendsistencia a
tobramicina, amikacina y kanamicina. Esta nuevaautg, denominada Aac(6’)-Ib-cr es
capaz también de acetilar quinolonas con un grugeergcinil (ciprofloxacino y
norfloxacino). La enzima Aac(6’)-Ib-cr presenta d@snbios aminoacidicos con respecto a
la variante silvestre: Trp120Arg y Aspl79Tyr, lagales son suficientes para el incremento
de la CMI de ciprofloxacino. Este gen se ha ida@do como casete de resistencia en

integrones de tipo®t
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1.3.2.3. Sistemas de expulsion activa: geegsAy 0gxAB

Como ya se menciond anteriormente, las bombas plelséén activa pueden estar
codificados por el cromosoma bacteriano o por pildesn

En 2007 se describio por primera vez la bomba Qep#ta proteina de 511
aminoacidos perteneciente a la familia MFS fue ritasen aislados clinicos de. coli de
Japoén y Bélgic&® Se ha descrito una nueva variante de esta ba@e@AQ) con un par de
cambios aminoacidicos y con un efecto similar aA3&p

Otro sistema de expulsion activa que confiere usmiducion de la sensibilidad a
guinolonas y es de codificacién plasmidica es OgxB&a bomba fue descrita por primera
vez en 2004 en una cepa Hecoli de origen porcin®. Posteriormente se ha visto que los
genes responsables de este sistema se encuengsentps en el cromosoma #e
pneumonia®. Esta bomba pertenece a la familia RND y configsistencia a otros
antimicrobianos como el cloranfenicol.

El genogxABse ha descrito asociado al transposén Tn3 y 1326 su partelepA
se ha asociado con IS15 e ISCR3C

1.3.2.4. Efecto de los mecanismos plasmidicos esefeibilidad a

quinolonas

Los mecanismos plasmidicos de resistencia a quias|jaunque aumentan la CMI de
dichos antimicrobianos, no producen por si mismo®les de resistencia clinica a las
misma§”.

La presencia de un gemr provoca un aumento de unas 8 veces la CMI de acido
nalidixico y de 64 veces la de ciprofloxacino emaso degnrAl qnrBly gnrS*%2 En el
caso de QnrC y QnrD1 el aumento de la CMI de dipxatino es de 32 y 64 veces,
respectivamenté>

El efectoin vitro de los geneginr se ha comprobadm vivo mediante el uso de
modelos animales. Se han realizado modelos murian®) de infeccion del tracto urinario
como de neumonia, utilizando cepas isogénicak.deoli o K. pneumonia®*®. En estos
modelos se ha estudiado el efecto de los ggnesen algunos casos en combinacion con

otros mecanismos que confieren resistencia a duiasl (principalmente la mutacion
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Ser83Leu engyrA), sobre la eficacia de ciprofloxacino y/o levofano. Los estudios
publicados coinciden en demostrar que la preselgclas genegnrA, gnrBy gnrSreduce la
eficacia y actividad bactericida de las fluoroquomas evaluadas, a pesar de que estos genes
sé6lo confieren bajo nivel de resistencia a fluoroglonas.

Estos mecanismos plasmidicos favorecen la emeggedei mutantes con menor
sensibilidad a quinolonas. La presencia de lasefiras QnrA, QnrB y QnrS aumenta la
Concentracion Preventiva de Mutantes (CPM) de flipracino entre 2 y 8 vec¥s
obteniéndose valores similares a las concentragicsleanzadas en suero por este
antimicrobiano durante el tratamiento de una iritece?’.

El aumento de la CMI provocado por la acetiltraresfaeaac(6’)-Ib-cr es menor que
en el caso de los gengar y solo afecta a ciprofloxacino y norfloxacino, sicenando un
aumento de 4 veces la CMI de estas fluoroquinolohgsesar del leve aumento de la CMI,
esta enzima produce un incremento de 10 vecesMECP

En el caso de las bombas de expulsidon plasmidacasesencia de QepA ocasiona un
aumento de la CMI de &cido nalidixico y ciprofloxecde 2 y 32 veces, respectivaméhte
OgxAB ocasiona un aumento de 8 y 16 veces la CMAdigo nalidixico y ciprofloxacino,
respectivament&

En mdltiples estudios se ha visto que existe r@taentre la resistencia a quinolonas
y a otros antimicrobianos. Esto es debido a quelidsmidos que portan gengsr suelen
portar también genes que codifican betalactamasasspectro extendido (BLEES), otras
betalactamasas o enzimas inactivantes de aminaifiesf. Este hecho explicaria
parcialmente la asociacion de resistencia a fluormjonas y betalactamicos en
enterobacterias, asi como la capacidad de cos@heceintre ambos grupos de
antimicrobianos.

1.3.2.5. Epidemiologia de los mecanismos plasnsdiresistencia

a quinolonas

Desde el descubrimiento a finales de los afios BProeer mecanismo plasmidico de
resistencia a quinolonas se han llevado a caboitntllde estudios para conocer la

prevalencia de estos mecanismos de resistencisladas clinicos, encontrando en general
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una prevalencia baja. Estos genes presentan unuwtign cosmopolita. Se han encontrado
principalmente en enterobacterias, sietderobacterspp. yK. pneumoniadas que con
mayor frecuencia contienen estos mecaniéffasEn un reciente estudio de prevalencia de
mecanismos plasmidicos de resistencia a quinoleadigado en Europa (entre 1994 y 2009)
en muestras de origen humano, animal y ambiemalbservé que el 15% de las cepagde
coli analizabaspresentaban estos mecanismos. En este estud®l fue el mecanismo
encontrado con mayor frecuencfa

Una de las principales limitaciones existentes daase estudian estos mecanismos es
la ausencia de marcadores fenotipicos especifeedssdmismos, ya que por si mismos solo
causan un ligero aumento de la CMI que no llegebagar los puntos de corte de resistencia,
lo que hace que la deteccidon deba realizarse ptmdo® moleculares en cepas sospechosas,

lo que probablemente ha originado una subestimatgda prevalencia de estos mecanismos.

1.4. Especies reactivas de oxigeno

A pesar del mayor rendimiento energético del meistino aerobio frente al
anaerobio, durante la respiracion aerobia se foresgecies reactivas de oxigeno (ROS,
Reactive Qtygen Pecie$ parcialmente reducidas que son perjudiciales lpacélula® 2

Las ROS son generadas por reduccién del oxigendupiendose radical superoxido
(O2), peroxido de hidrégeno ¢B,) y radical hidroxilo (OH-) por la reduccién deliggno
con uno, dos o tres electrones, respectivamente.

Uno de los puntos clave de la formacion de RO% aéstéraccion entre el oxigeno y
la cadena de transporte respiratorio, concretamastéavoenzimas cuyos centros activos
participan en la transferencia de electrones agjemo (Figura 13). En condiciones de
aerobiosis, el oxigeno penetra al interior celylaeacciona, entre otras moléculas, con las
flavoenzimas de la cadena respiratoria, generandadieal superoxido. La cadena de
transporte electronico es la principal fuente ddica superéxidd® Este radical es
eliminado por las enzimas superoxido dismutasaplesmaticas, las cuales producei®i
a partir de @, compuesto también toxico para la célula y qusedser eliminado por otras

enzimas: catalasas o peroxidasas.
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Las células tienen diferentes reguladores para atinib formacion de ROS. Ha.
coli el sistema SoxR-SoxS regula los niveles de l@presencia de O, activa este sistema, el
cual induce la expresién de superoxido dismutasshidratasas resistentes ayOenzimas
reparadoras del ADN. Este sistema también regukexpaesion demarA gen implicado,
como ya se ha mencionado, en la resistencia a iardbiano$®*®® En cuanto a la
eliminacion del perdéxido de hidrogeno, en las @&uhay peroxidasas de expresion
constitutiva, pero también existe el sistema OxyB%) una peroxidasa cuya expresion se
activa en presencia de elevados niveles 4 Mia el regulador Katt5>.

Figura 13. Generacion de ROS en condiciones natural
Adaptado de Dwyer y cof¥.
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En la célula existen enzimas que eliminan los edic @y H,O,, pero no enzimas
gue catalicen la eliminacion de radical hidroxHste radical se forma a partir deil®4 via
reaccion Fentofl®. En esta reaccion el i6n ferroso es oxidado aféfrico por el HO,
liberandose OH-. Esta reaccion sucede cuando sstdbgizan los centros sulfoférricos de
diferentes enzimas que participan en el metaboligdox de las células, hecho que sucede
en condiciones de estrés oxidativo. El radicaldxdo provoca dafio en el ADN, lipidos y

proteinas, con el consiguiente efecto téxico o geniad®’.
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En los dltimos afios se esta prestando especiati@aterm la relacion entre la
formaciéon de ROS y la actividad de los antimicrabi® para intentar conocer mejor el

mecanismo de accion de los antimicrobianos y elrdalfo de resistencia.
1.4.1. ROS y actividad bactericida de los antimictmanos

Se considera que los principales antimicrobianostebaidas (quinolonas,
betalactdmicos y aminoglucésidos) inducen en lasebas la muerte celular mediante una
respuesta de estrés oxidativo que aumentaria loglesi intracelulares de ROS,
concretamente de radical hidroxilo (Figura 4%) Este efecto no es producido por
antimicrobianos bacteriostaticos.

La presencia del antimicrobiano favorece la oxidlace NADH a través de la cadena
respiratoria mediante la estimulacion del ciclo Ids acidos tricarboxilicos (ATC). La
hiperactividad de la cadena respiratoria, provogaolala union del antimicrobiano a su
diana, estimula la formacion de; O Este acumulo de Oebasa los sistemas de defensa
celulares, de modo que ek @rovoca la oxidacién de los centros sulfoférridesmuchas
deshidratasas, lo que conlleva a la desestabibizai® estos centros y a la liberacién de i6n
ferroso. El ion ferroso liberado es reducido poHg#D,, producido a partir de Zpor accion
de la superoxido dismutasa, mediante reaccion déireorigindndose OH-. Este radical
provoca dafio en el ADN, lipidos y proteinas contyémdo a la muerte celutdt

Las quinolonas, los aminoglucésidos y los betaha@ds también inducen la
formacidon de ROS mediante la activacion del sisteimados componentes Cpx-Arc. La
activacion de este sistema altera el metabolisrhdacgprovoca la activacion del ciclo de
los acidos tricarboxilicos) y el potencial de meamar de las células bacterianas, lo que
conlleva a la formacién de OH?® (Figura 14).

Aungue el mecanismo por el que provocan la muetidar seria el mismo para los
tres grupos de antimicrobianos, se ha comprobadopama el efecto bactericida de las
guinolonas son esenciales las superoxido dismutdsds y SodB, mientras que para los
betalactamicos y los aminoglucésidos el enzimaaakees la peroxidasa Ahpe.

Entre las evidencias que apoyan este mecanismoekdtacho de que tanto los
guelantes de iones (que inhiben la formacion de @& reaccién Fenton) como la tiourea

(compuesto que secuestra el OH-) reducen la latatié los antimicrobianos bactericitfds
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Figura 14. Mecanismo de muerte celular inducidogmimicrobianos bactericidas.
Adaptado de Kohanski y cdfs.
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En los ultimos dos afios se han publicado otroglestigue sostienen que la accién
letal de los antimicrobianos bactericidas no seedekclusivamente a la formacién de
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ROS™ 12 ya que estos radicales sélo actlian a bajas dvaciemes de antimicrobianos,

pero no a concentraciones elevadas.
1.4.2. ROS y resistencia bacteriana

Las quinolonas pueden inducir el desarrollo destescia por una via independiente
del sistema SOS, asi como por una via dependient®Qf mediada por la induccion de
RecA'** En la via dependiente de SOS se produce la ééprés la polimerasa V, la cual
tiene una alta tasa de error y es la principalaesable de la aparicion de mutaciones en el
ADN™,

Como se ha expuesto en el apartado anterior, Itisniarobianos bactericidas
estimulan la produccion de ROS, y uno de los réelicariginados (OH-) es capaz de dafar
directamente al ADN y provocar la acumulacion deationes en el material genético. Si se
inhibe la formacion de ROS, el tratamiento conraittiobianos bactericidas no genera un
aumento de la tasa de mutaciones; mientras quelcuam esta inhibida la formacion de
estos radicales se observa un aumento de las ongdcf. Estos datos apoyan el hecho de
gue existe una correlacion entre ROS y mutagénesis.

Entre los dafios producidos en el ADN por ROS saiemican la produccion de
roturas de una o las dos hebras del ADN, asi camnotioduccion de bases andémalas. La
guanina es particularmente sensible a la acciolasldROS por su bajo potencial redox,
siendo la 7,8-dihidro-8-oxoguanina uno de los ppales productos de la oxidacion de este
nucleotidd® ™’

La colocacion de bases andmalas en el ADN ocasoaparicion de mutaciones, ya
gue la base 7,8-dihidro-8-oxoguanina es capaz garjarse con adenina, lo que conlleva la
transversion de un alineamiento G:C por T:A sidadono es reparada. Este punto puede ser
critico para la hipermutabilidad, mutagénesis akdainducida por antimicrobianos, y en
definitiva para la adquisicion de resistencia. kapecies reactivas de oxigeno crearian la
base sobre la que después actia la respuesta 808 @acar las mutacion&a

Las células tienen sistemas para eliminar las basémalas. El sistema GO esta
formado por tres proteinas que evitan la incorporade la base 7,8-dihidro-8-oxoguanina al
ADN. MutT actua sobre las bases libres convirtiéagi@n la forma monofosfato, evitando
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su incorporacion al ADN. MutM es una glicosilasa alimina la base andémala del ADN, y
MutY la glicosilasa que elimina la adenina incogmta de forma incorrectd**

Tras la actuacion de estas glicosilasas se cresitionabasico en el ADN. Para la
solucion de los sitios abasicos se necesita laciéin compenetrada de endonucleasa, ligasa
y polimerasa. Si dos sitios abasicos se encuepi@imos se podrian generar roturas de
doble hebra, lo que desencadenaria la respuest&’SéISEstos sitios son muy buenos
sustratos de la ADN polimerasa V, por lo que sontqmicalientes para la introduccion de
mutaciones.

La polimerasa V, asi como otras polimerasas (poéseelll y IV), estan implicadas
no sélo en la mutagénesis provocada por los anbii@nos bactericidas, sino también en la
muerte celular mediada por estos antimicrobianeshé&Scomprobado que estas polimerasas,
en situaciones de estrés oxidativo son capacestrelucir en el ADN una alta cantidad de
7,8-dihidro-8-oxoguanina, apareciendo estas basésinpas en el ADN. Como se ha
mencionado, esto ocasiona la aparicion de multigesas de doble cadena que provocan,
ademas de la activacion del sistema SOS, la meel&r’.

En resumen, cualquier condicion que fomente elégstixidativo, incluido el
tratamiento a concentraciones subletales de umm@ntbiano bactericida, fomenta la
mutagénesis y, por ende, la emergencia de restenclos antimicrobianos. Las
concentraciones subletales se dan en tratamiemtompletos o cuando el farmaco tiene una

accesibilidad limitada al lugar de la infeccith

1.5. Fitnessbacteriano

El fithess o éxito biolégico se define como la capacidad degenotipo o un
organismo, ya sea unicelular o pluricelular, derealir y reproducirse en un ambiente
dadd®. La resistencia a los antimicrobianos, particumta a fluoroquinolonas, se ha
asociado tradicionalmente a una reducciorfittessde las bacterias o a un coste biolégico,
teorfa que ha sido apoyada por multiples estiffié€ Una de las posibles causas de este
coste biolégico se encuentra en el hecho de quedidams de los antimicrobianos suelen
llevar a cabo importantes funciones fisiolégicdatésis de la pared celular, transcripcion y
traduccién del ADN, regulacién del estado de supetamiento del ADN, etc'§> Por
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tanto, no es sorprendente que las cepas con muggcen los genes codificantes de estas
dianas presenten una disminucion fikelessa la vez que un aumento de la resistencia. La
adquisicion de plasmidos de resistencia mediargestnision horizontal también se ha

observado que produce una reduccionfitieéss debido a que la replicacién del plasmido o

la expresién de genes plasmidicos supone un costgético extra para la célula y puede

interferir en el crecimiento bacteridib Esto ha llevado a pensar que la reduccién en el
consumo de antimicrobianos (y por tanto de la preselectiva) beneficiaria a las bacterias

sensibles frente a las resistentes por selecciturahallevando a la disminucion de éstas

dltimag %%

Existen varias razones por las que es importantelies elfitnessbacteriano: 1) el
coste biologico tiene un gran impacto en el deflafrmantenimiento y desaparicion de la
resistencia antimicrobiaf®*** 2) el desarrollo de nuevos farmacos deberia derei el
impacto en efitnessbacteriano, desarrollandose farmacos cuyos mexasisle resistencia
presenten coste biolégico, ya qudiless al igual que la tasa de mutaciones de resistencia
es un paradmetro importante en el desarrollo detegsiia bacterian¥; y 3) el estudio del
fithess bacteriano nos permite un mejor conocimiento ddidmlogia y regulacion del

metabolismo bacteriaht 33

1.5.1. Determinacioén defitnessbacteriano

Para establecer la relacion enfitmessy resistencia antimicrobiana se requieren
experimentos con cepas isogénicas, de modo queeska @stablecer claramente la relacion
entre genotipo, fenotipo de resistenciditpess Establecer esta conexion con aislados
clinicos es dificil, ya que no suelen obtenerska@is isogénicos sensible y resistente de un
mismo paciente, por lo que en estos casos habni@nogsos factores que distorsionarian la
informacién obtenid&®

El fithesssiempre debe calcularse en relacion a una cepaotoBiisten varias
formas de medir dlthesscomo se indica en la Figura 15.

* Ensayos individuales es la forma mas sencilla de medifigless basta con
calcular la tasa de crecimiento y/o el tiempo deegecion durante la fase
exponencial. Con estos ensayos se pueden detdtaendias iguales o

superiores al 5% en el tiempo de generacién deejmss distintds®.
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* Ensayos de competicionen estos ensayos se hace crecer juntas a las dos
cepas que queremos comparar, mezclandolas en upgorgon 1:1
inicialmente y dejandolas crecer durante variaeigaones. Posteriormente
los cultivos se siembran en placas que permitatifémenciacion de ambas
cepas. Es un método laborioso, ya que requieres misecultivo cada varios
ciclos de crecimiento en medio fredct*

Estos ensayos tienen la ventaja de que tienen entacwarios
componentes ddltness(periodo de latencia, fase exponencial y estaci@nar
del crecimiento y eficiencia en el uso de recursBsn esta técnica se pueden
detectar diferencias en finessentre ambas cepas iguales o superiores al 1%
por generacidli®. Con el uso de marcadores fluorescentes se pleyéa a
discriminar diferencias en torno al 0,5

* Modelos animales en estos ensayas vivo se pueden llevar a cabo tanto
ensayos de competicion como individuales. El uscestes modelos tiene
mayor repercusion clinica, ya que permite medagate mortalidad teniendo

en cuenta el sistema inmune del huésfed

Figura 15. Determinacién détnessbacteriano. Adaptado de Andersson y€dls

Ensayos individuales Ensayos de competicion Modelos in vivo

Sensibles Resistente

Sensibles
Resistente

Nimero de bactenas
(escala logaritmica)
(escala logaritmica)

Praporcidn de sensiblesiresistente

Horas Dias

A la hora de interpretar los anteriores ensayosgo@yconsiderar que Blnessse ve
afectado por factores ambientales; por tanto, algunutaciones que muestran un bajo coste

in vitro pueden presentar un alto coste en modelos musindseversa®.
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1.5.2. Efecto de la resistencia antibiotica sobre fithessbacteriano

La resistencia a los antimicrobianos depende de fdowres, la aparicion de
resistenciasde novoy la adquisicion de mecanismos de resistencia pamsterencia
horizontal, soliendo presentar ambos mecanismoscaste biolégic”. El nivel de
exposicion de la poblacion resistente a los antwbienos va a influir en gran medida en la
expansion de la resistentia™*°

No todas las mutaciones que conducen a la addinsibe resistencia afectan al
fithess Existen mutaciones neutras o sin coste, comoutagion Lys42Arg en la proteina
S12 de la subunidad pequefia ribosomal que comnfisistencia a estreptomicina y no tiene
coste biolégico ek. coliy S. enterica™.

La resistencia, como se ha mencionado, provoca aloremte una reduccién del
fithess Se ha comprobado que aunque se retire la presitibidtica, si se mantiene una
pequefia proporcion de bacterias resistentes y @ fiiness en una poblacion, al
reintroducir de nuevo el farmaco las bacteriastestes volveran a aumentar en frecuencia,
debido a su mayor éxito biolégico con presion seladrente a las bacterias sensibfésPor
tanto, effitnesses un factor clave para la reduccion de las tasasdistencia.

Las bacterias pueden disminuir el coste de las ciuteas que conllevan la
adquisicion de resistencia mediante la adquisidémutaciones compensatorias, las cuales
restauran elfitness total o parcialmenté*'**'** La aparicion de estas mutaciones
compensatorias es mucho mas comun que la reveatsieta de la mutacion que confiere
resistencia, aunque existen ejemplos de ésta Gkiméa literaturd>**’ Las mutaciones
compensatorias reducen el coste bioldgico gengradda resistencia de forma eficiente sin
ocasionar una pérdida de resistencia.

Las mutaciones compensatorias pueden ser intrageiit™*? asi como
extragénicas®*** Ademas, pueden producirse en genes estructur@esgjenes reguladores.
El coste bioldgico de las mutaciones que confieesistencia podria reducirse mediante la
regulaciéon de los mecanismos de resistencia, g gec la induccion de la resistencia en
presencia del antimicrobiano. De modo que soloxpeesa el mecanismo de resistencia en
aguellas circunstancias en que la poblacién regestéiene un mayoffitness que la

sensiblé®?
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La relacion entre nivel de resistenciéitpessbacteriano no siempre es inversamente
proporcional. Las mutaciones compensatorias, adeimaxasionar un aumento dighess
pueden asociarse a un incremento en el nivel dsteesia. Marcusson y colaboradores
comprobaron en una coleccion isogénica de cepds. deli, donde se combinaban varios
mecanismos de resistencias (mutaciones en el QRDIR/rd y parC, asi como en genes
reguladores de la expresion de bombas de expulstdR:y marR), que ciertas mutaciones
compensatorias provocaban un aumentofiieéssy de la resistencia. En este caso las
mutaciones que afectaban a la expresion de lensst de expulsion activa ocasionaban la
mayor caida dditness la cual podia revertirse con la presencia de ciarias adicionales en
los genesgyrA y parC®’. Estas mutaciones ademas provocaban un aumentoiveélde
resistencia. En aislados clinicosklecoli resistentes a fluoroquinolonas se ha visto como la
mutaciones en el QRDR de los genes de las toporssase son los mecanismos de
resistencia mas frecuente, mientras que las mugique alteran la expresion de los
sistemas de expulsién activo son bastante infréegéh apoyando los datos obtenidos por
Marcusson y colaboradorasvitro.

De este modo, las mutaciones compensatorias pquhdancar que una subpoblacién
resistente adquiriera incluso un mayitmessque la poblacion sensible, siendo seleccionada
por seleccién natural esta poblacién en ausenciprelon antibidtica y ocasionando la
expansion de la resistencia.

Un concepto importante relacionado corfitelesses el de epistasia. La epistasia se
define como la interaccion entre genes, de modoetj@fecto de uno de ellos modifica la
funcion o expresion de otro u otros genes. Lagadntéones epistaticas entre genes también
repercuten en ditness viéndose que la aparicion de dos mutaciones eesgdistintos
pueden ocasionar un menor coste bioldgico queregle los costes bioldgicos generados
por ambas mutaciones por sepafatid este respecto, Baker y colaboradores han obderv
que enS. entericda presencia de la mutacion Asp87GlygmA supone una reduccion del
fintessdel 4% y la mutacion Ser80lle un incremento del 8 embargo, la combinacion de
ambas mutaciones supuso un incremento fitledss del 28%. Por tanto, la interaccion
epistatica de ambas mutaciones ocasiona un incterdeHitnessdel 2494°* El acimulo de
mutaciones a su vez provoca un aumento de losesiv@¢ resistencia, por lo que por
seleccidn natural se veria favorecida la preseteitas dos mutaciones y del alto nivel de
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resistencia frente a la presencia de una sola matdesto cuadraria con el hecho de que la
resistencia a quinolonas sea un proceso secuetieiaipdo que la aparicion de una primera
mutacién ergyrA favoreceria la aparicién de una segunda mutacijuaeC.

En lo que respecta a la adquisicion de resistaneiiante transferencia horizontal de
elementos moviles, hay que tener en cuenta queéirabm de marcadores de resistencia
adquiridos por este mecanismo en los patégenosrustes relativamente bafa Existen 4
puntos clave para la adquisicion de resistenciaesta forma: 1) debe existir conexion
ecologica entre la bacteria donadora y la recep®raambas bacterias deben compartir
habitat, 3) es importante el efecto fundador, ddomgue el primer gen que se transfiera sera
el que tenga mas posibilidades de mantenerse el ehste bioldégico de la adquisicion, no
so6lo del mecanismo de resistencia, sino del elemadvil que lo transporte.

El descenso defitness generado por la adquisicion de genes de resistencia
plasmidicos se cree que radica en el coste metabékitra que supone para la bacteria la
replicacion, trascripcion y traduccion del plasmifdoEste coste no es igual en todas las
bacterias para un mismo plasmido, ya que como smdmeionado anteriormente el coste
biolégico depende del ambiente.

En el caso de los genes de resistencia transfepmioglasmidos, la compensacion del
fithessa menudo se debe a la regulacién de factoresudsctipcion codificados en el mismo
plasmidd®>. También pueden producirse mutaciones cromosémigas aumenten la
estabilidad de los elementos méviles, mantenieadedistencid”. A su vez, hay que tener
en cuenta diferentes factores de la bacteria re@eptie modo que la estabilidad de un
mismo plasmido de resistencia puede ser diferentistintas bacterias.

Existen pocos estudios que hayan evaluaditrelssasociado a los plasmidos que
portan varios marcadores de resistencia a antibiammos, aunque parece que estos
plasmidos ocasionan una bajada fitekssa la bacteria portadora en gen&falun aspecto
importante en este sentido seria la coselecciomedistencias a diferentes familias de
antimicrobianos. La resistencia a un farmaco poawiaentar en ausencia de dicho farmaco
simplemente porque vaya en el mismo vector quemanecador de resistencia para el que si
exista una presion selectiva en el medio. En estéd® se ha visto como la reduccion de un
tipo de antimicrobiano no siempre consigue la reifucde las tasas de resisteftiaPor

tanto, los mecanismos plasmidicos de resistenciguiaolonas podrian aumentar su
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prevalencia en ausencia de quinolonas debido asge&n aparecer en plasmidos que
codifican betalactamasas, por lo que el uso dddotdmicos favoreceria la expansion de
estos mecanismos. Se han realizado pocos estudlme <€l fitness asociado a los
mecanismos plasmidicos de resistencia a quinolasagrandose los publicados gnrA,
aunque estos estudios han utilizado diferentesosalgl diferentes vectores, asi como
diferentes formas de medida ighess***°®

En resumen, la resistencia bacteriana podria ewolacpor varias rutas (Figura 16).
Podrian aparecer mutaciones con bajo coste o sfueelconfirieran resistencia y que se
mantuvieran. Por otro lado, habria mutaciones gasionarian resistencia pero a costa de
una importante reduccion dditness Las bacterias con estas mutaciones tenderian a
extinguirse, salvo que aparecieran mutaciones cosaperias que restauraran fehess
Estas mutaciones compensatorias podrian no afattaivel de resistencia o aumentarlo,
originando una poblacién bacteriana mas resistgnt®n igual o mayoffitness que la
poblacion salvaje. Esta poblacion resistente podxpandirse en ausencia de presion

antibiética simplemente por seleccién natiiral

Figura 16. Modelo de la evolucion de la resisteaaitmicrobiana.
Adaptado de Marcusson y cdlls
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1.6. Efecto citotoxico de los mecanismos plasmidgode

resistencia

Otro aspecto que podria estar relacionado cditnekses la posible citotoxicidad de
los mecanismos plasmidicos de resistencia a quiasld.os diferentes estudios bioquimicos
llevado a cabo con gengsr, asi como con genes tigmr cromosomicos, indica que estos
genes interaccionan con las topoisomefa8&por lo que la expresién de estos genes podria
tener un efecto toxico sobre las células. En lamdé afios se ha publicado que la
sobreexpresion del gen cromosomico tigor de E. faecalis (Efsgqn) en un modelo
heterélogo deE. coli ocasiona agrupacion celular y pérdida de vialdlideero no tiene
efecto bactericida como las quinoloffasEste gen ademas de interaccionar con la ADN
girasa, se supone que inhibe otros procesos aedukain no conocidos, probablemente
aquellos implicados en la separacion de las céhijas. Se desconoce si los gengs
plasmidicos u otros mecanismos de resistenciarolpmas mediados por plasmidos podrian
tener un efecto similar y un coste biolégico. Sbefsiese asi podria explicar la frecuente

perdida de los plasmidos portadores de estos genagsencia de presion antibidtica.
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Hipotesis y objetivos

2.1. Justificacion del estudio e hipotesis de tralm

Desde la introduccion de las quinolonas en la waadtlinica, se ha producido un
aumento de las tasas de resistencia a estos aotdmicos en enterobacterias a nivel
mundial.

En 1998 se describié el primer mecanismo plasmidi&agesistencia a quinolonas.
Desde entonces se ha evidenciado que la resisegenci@olonas por estos mecanismos es un
fendmeno emergente. El bajo nivel de resistengairolonas que producen los mecanismos
plasmidicos puede favorecer la seleccion de meauasisadicionales que incrementen el
nivel de resistencia, hasta llegar a sobrepasaquots de corte establecidos por las agencias
internacionales y, por tanto, conducir a resiseenl@ nivel clinico y fracaso terapéutico. El
efecto que estos mecanismos plasmidicos de resasiiguinolonas ejercen por si s6los o en
combinacién con mecanismos cromosomicos solimessbacteriano es desconocido.

Las hipétesis de este estudio son las siguientes:

1. La asociacion de mecanismos plasmidicos y cromig®s de resistencia a
guinolonas contribuye significativamente a aumerdaresistencia frente a

estos antimicrobianos.

2. La produccién de especies reactivas de oxigenmespuesta a la acciéon de las
quinolonas, y que se vincula a la actividad baotai de estos
antimicrobianos, se ve reducida por la presencimeleanismos de resistencia

tanto cromosémicos como plasmidicos.

3. Los mecanismos plasmidicos de resistencia aolpmas, solos o en

asociaciéon con mecanismos cromosémicos, modificfimessbhacteriano.
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4. La sobreexpresion de los mecanismos plasmidieassistencia a quinolonas

puede ejercer un efecto citotdxico sobre las cgloécterianas.

2.2. Objetivos de este estudio

El objetivo general de este estudio se centra emandlisis del papel que los
mecanismos plasmidicos de resistencia a quinolom@ascombinacion con mecanismos
cromosomicos, juegan en la aparicion y desarraloegistencia a quinolonas, asi como en la
modificacion delfitness bacteriano. Para desarrollar este objetivo ennaisede otros
factores que pudieran interferir se disefiara yragdatuna coleccion de cepas isogénicas de
E. colien la que se representen la mayoria de los meaasidm resistencia a quinolonas
comunmente encontrado en aislados clinicos, cohémap aquellos de naturaleza tanto
cromosomica como plasmidica.

Los objetivos especificos que se propusieron entestajo fueron:

1. Andlisis de la contribucion de los mecanismasnasomicos y plasmidicos de
resistencia a quinolonas sobre la actividad deadpiras y su impacto sobre el

desarrollo de resistencia de nivel clinico.

2. Analisis de la contribucién de los mecanismasnasémicos y plasmidicos de

resistencia a quinolonas sobre la produccion decespreactivas de oxigeno.

3. Determinar el efecto de los mecanismos cromasisy plasmidicos, tanto en
combinaciones de bajo nivel de resistencia comstezdes a quinolonas,

sobre eflitnessbacteriano bajo diferentes condiciones de crecitnie

4. Andlisis del posible efecto citotéxico causador psobreexpresion de

mecanismos plasmidicos sobre las células bactsriana
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Material y métodos

3.1. Material

3.1.1. Cepas de laboratorio

Para llevar a cabo los diferentes experimentosfouean parte de este trabajo de
tesis doctoral se utilizaron las siguientes cepagaleccidon, algunas de las cuales fueron
construidas en proyectos previos del DepartameatMidrobiologia de la Universidad de
Sevilla. Las cepas construidas durante el desarrollotderadajo se detallan en el apartado
de resultados.

Tabla 4. Cepas comerciales.

Cepas comerciales Genotipo

F~ endAl recAl galE1l5 galK16 nupG rpdllacX74 $80lacZAM15
araD139%(ara,leu)7697 mcrA(mrr-hsdRMS-mcrBCY

E. coliDH10B

E. coliBL21 F-dcm ompT hsd8- mB-) gal [malB+]K-124S)

Tabla 5. Cepas de coleccion.

Cepas de coleccion

E. coliATCC 25922

E. coli ATCC 25922 con la mutacion

E. coli ATCC 25922 S83LdyrA) Sers3Leu emyrA (EC02)

E. coli ATCC 25922 con las mutaciones
E. coliATCC 25922 S83LdyrA) S80R parC) Ser83Leu engyrA y Ser80Arg enparC
(ECO04)
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3.1.2. Medios de cultivo

Tabla 6. Medios de cultivo utilizados.

Medio Descripcion Componentes
Triptona 10 g/l, extracto de levadura
Medio Luria Bertani Medio fico en nutrientes 5g/l, cloruro sédico 10 g/l; pH 7. Para
(LB) ‘obtener LB agar se aflade 15 g/l de
agar.

Medio soélido para = Peptona 17,5 g/l, sélidos de infusiér de
estudio de sensibilidac carne 4 g/l, almidon 1,5 g/l, agar 15 3/,
antimicrobianos. pH 7,4.

Mueller-Hinton Agar
(MHA)

Medlo_ liquido para elPeptona 17,5 g/l, sélidos de infusion de
estudio de sensibilidad a L i

o . carne 4 g/l, almidon 1,5 g/l; pH 7,4.
antimicrobianos.

Mueller-Hinton Caldo
(MHB)

Triptona 20 g/l, extracto de levad ira
5g/l, cloruro sédico 0,5 g/l, 10 ml/l Je
cloruro potasico (250 mM). Tras
autoclavar afiadir 5 ml/l de clortro
magneésico 2M y 20 ml/l de gluccsa
1M.

Medio liquido utilizad:
Medio SOC en el protocolo ¢
transformacion.

. o Peptona de caseina 17 g/l, peptona de
Cald_o de triptonay Medio Il_qwdo para Ia‘soja 3 g/l, cloruro sodico 5 g/l, fosfato
soja (TSB) con  congelacion de micro- - .

: i monopotasico 2,5 g/l, dextrosa 2,5 g/l;
glicerol al 10% organismos

pH 7,3.

Sales M9 5x 200 ml/l, sulfato
magneésico 1M 2ml/l, cloruro calci
1 M 100ul/1, glucosa 20%; pH 7,0.

Medio deficiente €

Medio M9 .
nutrientes

3.1.3. Vectores empleados

Los vectores empleados en los diferentes experosegiie forman parte de este
trabajo se detallan en la Tabla 7.
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Tabla 7. Vectores plasmidicos utilizados.

Vector Caracteristicas Utilidad
pCR-Blunt II-TOPO  Multicopia, kanamicifia Vector de clonacion
pBK-CMV Multicopia, kanamicin@ Vector de clonacion
pACYC184 3?&:@:@;% de copias, Vector de clonacion

pET29a Multicopia, kanamiciné Vector de expresion
Bajo numero de copias,

pST76¢C termosensible, cloranfenicol Reemplazamiento genético
pUCRP12 Ampicilina® Reemplazamiento genético
pKD4 Kanamicin& Inactivacion de genes cromosomicos
pKOBEG Termosensible, cloranfenicol Inactivacién de genes cromosémicns
pCP20 Termosensible, cloranfenftol Inactivacién de genes cromosémicos

3.1.4. Soluciones y reactivos

I Miniprep (lisis alcalina)

— Solucion 1l o de lisis (1 ml): 51 SDS 20%, 2Qul NaOH 5N y 930ul
agua destilada.
— Solucién 1l alcalina (100 ml): 60 ml acetato patasSM, 11,5 ml &cido

aceético y 28,5 ml agua destilada.
Il Tampon de electroforesis
— TAE 50x (1l): 242 g Tris base, 57,1 ml acido acagtgiacial, 37,2 ¢
NaEDTA dihidratado. Afadir agua hasta un volumen rnidtto.

[l Soluciones tampon

- PBS: 0,144 g KpPQy, 1,775 g NaHP®heptahidratado, 8,5 g NaCl y
agua destilada hasta un litro; pH 7,2.

— Solucién salina: 9 g NaCl y agua destilada hastiénan
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- Tampén Tris EDTA (TE) 10x: 10 ml Tris-HClI 1M pH & ml
NaEDTA 0,5M pH 8 y 88 ml agua destilada.
— Tris-HCI 1M, pH 8: 121,1g Tris base y 800 ml agwstdada; ajustar
con HCl a pH 8.
IV Solucién de Lauril Sulfato Sédico (SDS) 20%

— 20 g SDS y 100 ml agua destilada.

V  Solucion de lisozima (10 mg/ml)

- 10 mg Lisozima y 1 ml agua destilada.

VI Antimicrobianos (polvo valorado)

— Quinolonas: &cido nalidixico, ciprofloxacino, lelmfacino,
moxifloxacino, norfloxacino y ofloxacino.

- Betalactamicos: ampicilina.

- Aminoglucosidos: kanamicina.

— Otros: cloranfenicol, rifampicina.

VIl Otros enzimas

— Enzimas de restriccion: Bglll, Xhol, Ndel, BamHEeS3.
— ARNasa l.

3.1.5. Productos quimicos

Acetato potasico * Agua destilada 'y milliQ
Acetona * Albumina sérica bovina (BSA)
Acido acético ¢ Azul de bromofenol

Acido clorhidrico concentrado * Azul de Coomassie

Acido etilendiaminotetra- * B-mercaptoetanol

acético (EDTA) « Bromuro de etidio

Agar Agarosa D-1 baja EEO * Cloruro calcico

Agua con ARNasa (hg/ml) * Cloruro magnésico
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* Cloruro potésico

* Cloruro sodico

 DCFH-DA (2',7 diacetato de
diclorofluoresceina)

» Dietil pirocarbonato (DEPC)

* Dimetil sulfoxido (DMSO)

* Dodecilsulfato sédico (SDS)

« Etanol absoluto

* Extracto de levadura

* Ferrocianato potasico

» Fosfato disédico hidratado

* Fosfato potasico dihidratado

* Fosfato sodico

* Glicerol

¢ Glucosa

¢ Glutaraldehido

Hidroxido sodico

Isopropanol
Isopropil$3-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG)

Metanol

Paraformaldehido

Ponceau

Sacarosa

Sulfato magnésico

Tetradxido de osmio

Triptona

Tris base

Tris clorhidrico

X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-
galactopirandsido)

Xylene cyano

3.2. Métodos de Biologia Molecular

3.2.1. PCR Polimerase Chain Reaction

Esta técnica de biologia molecular consigue la lifiogrion de un fragmento

concreto de ADN mediante el uso de cebadores dgosci permitiendo su posterior

secuenciacion o visualizacion en geles de agarosa.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo conalimgpasa de Finnzymes (Phusion

High-Fidelity DNA Polimerasapfu polimerasa). Esta polimerasa genera fragment@sie

con extremos romos, lo que permite la clonacioratiir en el vector pCR-Blunt [I-TOPO.

Las condiciones generales fueron las que se detaltantinuacion.

57



Tabla 8. Volumenes de cada reactivo usados en QRaeBtandar.

Componente Volumen
Agua milliQ 18 pl
2x Phusion Master Mi 25 pl
Cebador A 2,5 pl
Cebador B 2,5ul

A esta mezcla debe afiadirse 2 pl de ADN. EI ADNdpuebtenerse a partir de

purificaciones o de colonias frescas crecidas anaptirectamente. En este ultimo caso el

procedimiento a seguir es:
1. Resuspender una colonia en 100 pl de agua neifit€xil y hervir a 100°C durante
10 minutos.
2. Centrifugar 2 minutos a 13.000 rpm.
3. Anadir 2 pl de sobrenadante a la mezcla de PCR.
El programa estandar para llevar a cabo la reacl@@CR es:

Tabla 9. Condiciones generales de la PCR.

Fase Temperatur  Tiempo  N° ciclos
Desnaturalizacion inicial 98° 30s. 1
98°C 10 s.
Amplificacion 55°C 30 s. 35
72°C 30s /1 Kb
Elongacion final 72°C 10 min. 1

En funcion de los cebadores y el tamafio del amplitbtemperatura de la fase de

amplificacion y la duracion de la fase de elongacié modificaron.

3.2.2. Electroforesis en geles de agarosa

Esta técnica permite la separacion de moléculashié en funcion de su tamafio al

ser sometidas a un campo eléctrico. Permite lalizacion, entre otros, de los productos de

PCR y plasmidos.
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3.2.3. Purificacion de producto de PCR

La purificacion de ADN a partir de geles de agamsdlevd a cabo mediante el uso

de QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). El protdogue se siguio fue:

1.

o ok~ WD

Cortar la banda de gel con el ADN que se desefdar.

Pesar el gel y aifadir 3p0de buffer QG por cada 100 mg de gel de agarosa.
Incubar a 50°C durante 10 minutos.

Anadir 100ul de isopropanol por cada 100 mg de agarosa y arezi@n.

Pasar a una columna y centrifugar 1 minuto @0Brpm.

Descartar el filtrado y afiadir a la columna p0@le buffer QG. Centrifugar 1
minuto a 13.000 rpm.

Descartar el filtrado y afiadir a la columna THGle buffer PE. Centrifugar 1
minuto a 13.000 rpm.

Descartar el filtrado y centrifugar 3 minuto$3a000 rpm.

Pasar la columna a un tubo Eppendorf limpio &endl y afiadir 4Qul de agua
milliQ.

10. Centrifugar 1 minuto a 13.000 rpm.

11. Conservar el eluido, que contiene el ADN pcaifio, a -20°C.

3.2.4. Lisis alcalina (miniprep): aislamiento de AN plasmidico

Mediante este método se consigue la desnaturaizadcalina de las moléculas de

ADN circular de gran tamafio (cromosoma bacterianplasmidos de elevado tamafio),

permaneciendo estables los plasmidos de pequefadidarEl protocolo es el siguiente:

1

ol

Centrifugar 1,5 ml de un cultivo crecido durattgéa la noche en LB a 3.000 rpm
durante 2 minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender el setdirmie 100 pl de agua destilada.
Afadir 200 pl de la solucién de lisis, mezclaave@mente y dejar 3 minutos a
temperatura ambiente.

Afnadir 150 pl de la solucion Il alcalina, mezckuavemente y mantener a 4°C
durante 10 — 15 minutos.

Centrifugar durante 15 minutos a 13.000 rpm.
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6 Recuperar el sobrenadante y afiadir el mismo \erurde isopropanol.
Centrifugar durante 7 minutos a 13.000 rpm.

7 Descartar el sobrenadante y afiadir 800 pl dele?®. Centrifugar durante 7
minutos a 13.000 rpm.

8. Descartar el sobrenadante y dejar secar el sathmResuspender en 30 — 40 pl
de agua milliQ con ARNasa (5 pg/ml) e incubar a&C3d@@rante 15 minutos.

En aquellos casos en los que se requeria una@olach una elevada concentracion

de plasmidos se realizo la lisis alcalina medidptafilter Plasmid Purification Maxi Kit

(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante
3.2.5. Digestion con endonucleasas

Las endonucleasas o enzimas de restriccion prodagetura del enlace fosfodiéster
del ADN. Las endonucleasas tipo Il reconocen segasmpalindromicas y cortan las dos
hebras de ADN en esta region, sin necesidad de ATP.

Las condiciones generales de una reaccion de idiggsira un volumen final de 20
ul son las que se recogen en la Tabla 10, pudierdsevmodificadas en funcion de la

cantidad de ADN a digerir o de producto de digesté&guerido.

Tabla 10. Condiciones generales de la digestiéreacdonucleasas

Componente Volumen
Agua milliQ 2ul
ADN 15l
Tampon 10x 2 pl
Endonucleasa 1l

Los 15ul de ADN equivalen a 5 — 10y de ADN purificado.

Las reacciones de restriccion se incubaron a 3mi & hora y toda la noche,
procediéndose posteriormente a la inactivacionité&rrde la endonucleasa. Los productos
obtenidos se visualizaron en geles de agarosa gbdgficAndose a continuacion en aquellos

casos en que se requerian para aplicaciones posteri
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3.2.6. Técnicas de clonacién

Estas técnicas permiten introducir los diferentesegqnr y el gengepA2en los
distintos fondos genéticos con el fin de determisar efecto sobre la sensibilidad a
guinolonasfitnessbacteriano y citotoxicidad.

Se utilizaron diferentes vectores y enzimas dericegin en funcion de los
fragmentos de ADN y su uso posterior. Se siguielas protocolos de clonacion: clonacion
de extremos romos (pCR-Blunt II-TOPC, Invitrogen) y clonacién dirigida.

I. Clonacién de extremos romos

Los fragmentos de ADN amplificados con pdu polimerasa pueden clonarse
directamente en el vector pCR-Blunt II-TOPO, singstdad de tratamiento posterior, ya que
esta polimerasa genera extremos romos.

Para optimizar la reaccion de ligacion lo adecuesl@fiadir el producto de PCR en
proporcion 10:1 frente al vector. Para 25 ng ddored pl), la cantidad de inserto que es
necesaria afadir a la reaccion de ligacion paraegtee sea Optima se calcula mediante la

siguiente formula:

10 - (¥ pb producto PCR) - (25 ng pCR Blunt Il — Topo)

X ng producto de PCR =
3.500 pb pCR Blunt II — Topo

En la Tabla 11 se recogen las condiciones de tzi@ade ligacion.

Tabla 11. Condiciones generales de una reaccifigatson.

Componente Volumen
pCR-Blunt II-Topo 1 pl
Tampon 10x 1l
Producto de PCR 1-5ul
T4 ADN ligasa 1 pl

Agua milliQ hasta un volumen de 10 pl

La mezcla anterior se incuba a 16°C durante 1 hora.
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II. Clonacion dirigida

Este procedimiento se utilizé para introducir lesesgnr (y tipo gnr) y el gengepA2
en los diferentes fondos genéticos, para lo cuatleearon en los vectores pBK-CMV
(Stratagene), pACYC184 (New England Biolabs) y p#a 2Novagen). Estos tres vectores
presentan una region MC3/(ltiple Coning Ste Region con sitios de restriccion de
multiples restrictasas.

Tanto el ADN como el vector fueron digeridos coretalonucleasa correspondiente
origindndose extremos cohesivos compatibles. Rostente el vector fue desfosforilado
para evitar su autoligacion. A continuacion se edie a purificar el inserto de ADN y el
vector digerido y cuantificarlos, ya que para optanla reaccion de ligacion lo ideal es una
proporcion de inserto:vector de 3:1. La cuantifiGac se llevd a cabo
espectrofotométricamente a 260 nm en cubetas deocda 10 mm. Los parametros usados
para cuantificar el ADN fueron:

DO2sonm= 1 = 50 ug/ml ADN

Las condiciones de ligacion fueron similares a das apartado anterior. Tras la

ligacion, el producto se electroporo en las cefegdas.

Figura 17. Esquema de vectores utilizados en leacion dirigida. En la region MCS sélo
se indican las enzimas de restriccion utilizadasste proyecto.

P 5V40; Pblag ] M‘f? Xhol
_ /‘r;?:g'\“:_ ‘ /!c:cZ’
@ -
a@Q
Sy kan/
neo/ cmlf / f/ \
‘." .“" BamHI f,-‘f! \\.‘
\I ‘_ pBK'CMV Belll ‘,w"’"‘",wf é,? %l‘l"‘.“".\"‘u
4.5kb ] pET-29a ‘I“l‘,
r (53771pb) il
‘I" /."‘Il‘:’g"l
TK pA M
pUC ori| /

En el vector pBK-CMV se clonaron los gerggs y gepA2con su promotor natural.
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El vector y los genes amplificados por PCR se idigin con el enzima BamHI, en el caso de
los genesgnr, o Bglll, en el caso del gegepA2 Posteriormente se comprob6é mediante
secuenciacién que estos genes se hubieran clomaddemtacion inversa al promotor del
operdn de la lactos®(.) presente en el vector.

En el vector pACYC184 se clono el ggnrAl siguiendo el mismo esquema utilizado
para clonar los genegir en el vector pBK-CMV'.

En el vector pET29a se clonaron los geges gepA2y el genEfsqnr, pero sin su
promotor natural. El vector y los productos de aficpcion se digirieron con las enzimas
Xhol y Ndel para generar extremos cohesivos y guadnacion ocurriera Unicamente en la
orientacion y la fase de lectura adecuada. Derssti, la expresion de los genes clonados
se llevo a cabo mediante el promoRy:. Este promotor es inducible por IPTG. Mediante

secuenciacion se confirmd el resultado de la cionac
3.2.7. Preparacion de células electrocompetentes

Con este protocolo se obtienen células capacesaplarcADN exdgeno. De esta
forma se introducen las diferentes construccionkasngdicas en los distintos fondos
genéticos, analizando posteriormente el fenotigoapnfieren estas construcciones.
El procedimiento se detalla a continuacion:
1. Inocular la cepa elegida en LB e incubar eraagit durante 18 horas.
2. Diluir el in6culo 1:100 y crecer el cultivo hasélcanzar una densidad Optica
(D.O.) a 600 nm de 0,5 - 0,6.
Mantener el cultivo en hielo durante 15 minutos.
Hacer alicuotas del cultivo y centrifugar 20 atas a 4.200 rpm a 4°C.
Descartar el sobrenadante y lavar el sedimamoagua destilada estéril fria (se
aflade el mismo volumen que se centrifugo).
6. Centrifugar 20 minutos a 4.200 rpm a 4°C.
Descartar el sobrenadante, concentrar las &icyaepetir el lavado.

8. Repetir el paso anterior dos veces mas, peestencaso lavando con glicerol al
10% estéril y frio.

9. Descartar el sobrenadante y resuspender el settiran aproximadamente 800
de glicerol al 10%.
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10. Hacer alicuotas y conservar a —80°C hastalmacion.
3.2.8. Electroporacion

Mediante esta técnica conseguimos la transfereseianaterial genético desde el
exterior al interior celular. Consiste en la apiéa de descargas eléctricas a las bacterias, o
gue ocasiona cambios en el potencial de membranatras propiedades celulares,
produciéndose desorganizaciones y roturas tramasitate la membrana que permiten la
entrada de ADN exdgeno.

1. Afadir 3 — 4 pl del producto de ligacion a elggbrar en una alicuota de células

electrocompetentes. Mantener en hielo aproximadeighminutos.

2. Afadir esta mezcla a la cubeta de electropardcdia y aplicar un pulso (2,5 kV'y

5 ms). La electroporacion se realizé con el siststicaopulser (BioRad).

3. Afadir 800 pl de medio SOC en la cubeta. Reeupdrmedio e incubar a 37°C

en agitacion durante 1 hora.

4. Sembrar el volumen anterior en placas de meshtectivos especificos en cada

caso.
3.2.9. Reemplazamiento genético

Con este protocolo se consigue alterar la secuatecian gen cromosémico de
coli*®®, La modificacién de la region elegida se llevaaha mediante mutagénesis dirigida,
para lo que es necesario el disefio de cebadoresi®sps con los cambios nucleotidicos que
gueremos introducir en la secuencia del gen. Estgmiento mutado sustituird
posteriormente al fragmento original en el cromasdacteriano.

En este caso el protocolo de reemplazamiento gensé realizO para obtener las
cepas con la segunda mutacion en elgyeA: Asp87Asn.

El protocolo que se siguio se detalla a continuacio

1. Clonar el gen de interés, o fragmento de éstanevector de clonacion.

2. Realizar la reaccion de mutagénesis dirigidaa Rdlo se utilizo el sistema

QuikChang& Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) sigiieal protocolo
del fabricante (Figura 18).

64



Material y métodos

3. Subclonar el gen ya mutado en el vector suig®E76C en el sitio de restriccion
para BamHI. Este vector es portador de una dianaesdkiccion para Scel
adyacente al lugar de clonacion.

4. Transformar las cepas deseadas con la congirueéncubar a 30°C en presencia
de cloranfenicol.

5. Seleccionar colonias resistentes a cloranfenécahducir la integracion del
fragmento mutado. Esto se consigue realizando pasesivos de las colonias
con variaciones de la temperatura:

a. Incubar 2 — 6 horas a 30°C.
b. Dar un nuevo pase e incubar 12 horas a 42°C.

c. Dar un nuevo pase e incubar 12 horas a 37°C.

Figura 18. Esquema del proceso de mutagénesigddirig

Vector con el

Amplificacion P e Tratamiento _——.gen mutado
por PCR con Dpnl / AN

> (( )]
Z e/

'\Ceb’adoms " Transformacién y
especificos con confirmacion
f la mutacion mediante
deseada _____ secuenciacién
‘\ ¥ Gen diana .f'//"d‘\ Y
Q \ ‘\ ) "'

Vector con el gen a
mutar clonado

6. Seleccionar las colonias de mayor tamafio y damuevo pase. Incubar durante
12 horas a 37°C. Las colonias deben tener aspegtogéneo.

7. Verificar la integracion mediante PCR y selegaiolas colonias con PCR
positiva.

8. Hacer electrocompetentes de las colonias seledas y transformarlas con el

vector pUCRP12. A partir de este vector se prodiianzima Scel que corta la
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diana situada en el vector integrado, lo que estinte recombinacién y la
resolucion del cointegrado.

9. Comprobar la resolucion del cointegrado y cdm lal fijacién de la mutacién en
el cromosoma bacteriano (secuenciacion del QRD&/0R).

10. La eliminacién del vector pUCRP12 se consiguegliante pases sucesivos en
placas sin antimicrobiano, obteniéndose finalmebgeterias sensibles a

ampicilina.

Figura 19. Esquema del proceso de reemplazamientgtigo . Modificado de Postal

Gen diana
Cromosoma

Estimulacion de la integracion mediada
por variaciones de la temperatura x

Alelo mutado
Sitio de corte Scel

' Gen de resistencia
Seleccion del cointegrado a cloranfenicol

(42°C, cloranfenicol)

Alelo mutado Alelo silvestre
I
Digestion |
por Scel +

Alelo mutado Alelo silvestre
l |
b i
h "

—

/ . .
/ Estimulaciéon de la

‘ recombinacion
--— Gen silvestre
Gen reemplazado
(mutado)
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3.2.10. Inactivacion de genes cromosOmicos

Para la inactivacion dmarRy lacZ se llevo a cabo el protocolo descrito por Datsenko
y Wannet™®, el cual permite la disrupcién de genes cromosdsniBrevio a la realizacion de
este protocolo debemos amplificar el gen de regigiea kanamicina del plasmido pKD4
usando cebadores que incluyan regiones homolodes extremos del gen que queremos
inactivar (Figura 20).

Ademas, debemos transformar las cepas donde vayaneadizar la inactivacién con
el vector pKOBEG. Este vector va a permitir la gneeion del fragmento amplificado
mediante recombinacion homoéloga y la inactivaciéh gen deseado, ya que incluye los

genes de la recombinasa del fagmajo el control de un promotor inducible por anaisa.

Figura 20. Disefio de cebadores usados para lavaeién génica. Las regiones H1 y H2
representan regiones de homologia de los cebaclmmaggiones del gen que se desea
inactivar; las regiones P1 y P2 son las regionézadas para amplificar el gen de resistencia.

E. coli ATCC 25922

marC marR | marA
Cebador 1 Cebador 2
H1 P1 P2 H2
Kan®R
pKD4 |- |
FRT FRT

Para la obtencion del mutante con el gen inaabiveldorocedimiento a seguir es el
siguiente (Figura 21):

1. Incubar LB con la cepa elegida con el vector BEG durante 18 horas a 30°C y
en agitacion.

2. Hacer una dilucién 1:100 del cultivo anterioineubarlo a 30°C hasta alcanzar
una D.O. a 600 nm de 0,2.

3. Anfadir arabinosa hasta alcanzar una concentraeibl%.
Incubar el cultivo a 30°C hasta alcanzar una @.600 nm de 0,8.
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5. A partir de aqui

se sigue el

electrocompetentes descrito anteriormente.

protocolo de prgan de células

6. Electroporar 1 pug del fragmento de ADN ampliicalncubar durante toda la

noche a 30°C en agitacion.

7. Sembrar en placas con presion selectiva (clengedl) e incubar a 30°C.

Comprobar mediante PCR que la inactivacion del ¢@n sido correcta. A

continuacion se procede a eliminar el vector pKOBEG

1. Incubar la bacteria mutante en LB a 44°C eraeigib durante toda la noche.

2. Hacer diluciones del cultivo anterior y semlmaiplacas sin presion selectiva.

3. Seleccionar colonias y dar pase a medio sinmarbbiano, medio con

cloranfenicol y medio con kanamicina.

4. Seleccionar las colonias que crecen en las lamn kanamicina y sin

antimicrobianos, pero no en cloranfenicol.

Figura 21. Esquema del protocolo de inactivaciariageé

Paso 1: Amplificacion mediante PCR del gen de texsisa a kanamicina

HA1

P1

" FRT

H kan® [ H

FRT

P2

H2

Paso 2: Transformacion de células con el vectorBEG e integracion del amplicon en

el cromosoma.

marC

<:|—1

Paso 3. Eliminacién del gen de resistencia medentector pCP20

marC

H1

P1

H1

kan®

=)

FRT
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P2

H2

marA

marA
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Una vez eliminado el vector pKOBEG se puede elimelayen de resistencia con el

siguiente protocolo:

1.

2
3.
4

Se hacen electrocompetentes de la cepa mutante.

Electroporar 1 pug del vector pCP20 e incubaora la 30°C.

Plaquear en medio con cloranfenicol e incul&0°&€ durante toda la noche.
Seleccionar colonias, dar pase en medio LB @berca 44°C para que pierdan el
vector pCP20.

Dar un pase a LB e incubar a 44°C durante 1a&shor

Repetir el paso anterior.

Hacer diluciones y sembrar en medio con cloraoé® kanamicina y sin
antimicrobiano.

Seleccionar las colonias que solo crecen en ediansin antimicrobiano y
comprobar mediante PCR la pérdida del gen de kanagemi

3.2.11. Estudio de la expresiéon génica

A la hora de cuantificar la expresion de los geseelievo a cabo la extraccion de los

transcritos de los microorganismos a estudiar, resfdrmacion de estos a ADN

complementario mediante una reaccion de retrotrggesgn (RT-PCR) y finalmente la

cuantificacion de la expresion a través de una P@GRititativa (QPCR).

Purificacion de ARN

La purificacion del ARN se llevé a cabo mediantee@s Protect Bacteria Mini

Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fadmie. El protocolo realizado se detalla

a continuacion.

1. Inocular las cepas en 5 ml de LB e incubar éta@gn a 37°C durante 18
horas.

2. Hacer una dilucion 1:100 del cultivo anterianeubar en agitacion a 37°C
hasta alcanzar una D.O. de 0,5 a 600 nm.

3. Tomar 2 alicuotas de 500 pl por cada muestréagia 1 ml de RNA
Protect Reagent, vortear durante 5 s e incubar ® aitemperatura

ambiente.
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Centrifugar 10 min a 5.000 g y descartar el soddante.

5. Afadir a cada alicuota 50 pl de tampén TE camozlima a una
concentracion de 1 mg/ml e incubar 5 min a tempesambiente.

6. Unificar las 2 alicuotas y afiadir 700 pl de Rtdn p-mercaptoetanol.
Vortear la mezcla.

7. Afadir 500 pl de etanol y mezclar con pipeta.

8. Verter la muestra en una columna y centrifugarsla 10.000 rpm.
Descartar el filtrado.

9. Afadir 700 ul de RW1 y centrifugar de nuevo ¥519.000 rpm. Descartar
el filtrado.

10. Transferir la columna a un nuevo tubo colegtafiadir 500 ul de RPE.
Volver a centrifugar 15 s a 10.000 rpm y descattéittrado.

11. Repetir el paso anterior.

12. Centrifugar 1 min a 10.000 rpm y descartailtehdlo.

13. Pasar la columna a un nuevo tubo Eppendorf,Slenll Afadir 50 pl de
agua libre de ARNasa e incubar 1 min a temperatuiaiente.

14. Centrifugar 1 min a 10.000 rpm.

15. Conservar el ARN a 4°C hasta el tratamientoAddNasa.

Debido a que el ARN se utilizo para la cuantifiéacte la expresion génica, para
evitar falsos positivos en las posteriores reaedotle PCR debido a la presencia de
ADN se realiz6 un tratamiento con ADNasa | (TurdeAfree, Ambion):

1. Afdadir a 5Qul de ARN 1,5ul de ADNasa | y 5,7l de tampon 10x Turbo
ADNasa. Incubar 30 minutos a 37°C.

2. Anfadir 7,5u1 de DNAse Inactivation Reagent tras resuspendarlgdrtex.
Incubar 2 min a temperatura ambiente agitando & twn par de veces
durante esta incubacién para asegurar la dispedsiaGeactivo.

3. Centrifugar 2 minutos a 12.000 rpm.

4. Transferir el sedimento a un nuevo tubo. El AiRitado puede conservarse
a —80°C.
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II. RT-PCR

La RT-PCR es una variante de la PCR convencionsadzaen un paso de
retrotranscripcion para obtener ADNc a partir deNAR
Para la realizacion de esta técnica es necesannor cuantificar el ARN, ya
gue se requiere que este se encuentre a una aact@mtde 50 ngd para realizar los
ensayos de expresion génica. EI ARN purificadousatificé espectrofotométricamente
a 260 nm en cubetas de cuarzo de 10 mm. Los pacenetados para cuantificar el
ARN se detallan a continuacion:
DO2sonm= 1 = 40 1g/ml ARN de cadena sencilla
DO2s0nm’ DOzgonn= 2,0 = 100% pureza ARN de cadena sencilla
Una vez cuantificado el ARN se ajustd su conceiitnaa 50 ngil y se procedio
a realizar la RT-PCR con el kit Transcriptor Fi&ttand cDNA Sintesis de Roche
siguiendo las instrucciones del fabricante:
1. Mezclar 11ul de ARN a 50 ngdl con 2ul de Random Hexamer Primer e
incubar 10 min a 65°C. Pasar a hielo pasado estpdi.
2. Afadir a la mezcla anterior los compuestos rieosgen la Tabla 12.
3. El programa de la reaccion de transcripcionldemin a 25°C, 30 min a
55°C y 5 min a 85°C.

Tabla 12. Componentes de la reaccion de RT-PCR.

Componente Volumen

Transcriptor RT Reaction Buffer 5x 4 ul
Protector RNase Inhibitor 0,5 pul
dNTP Mix 2 pl
Retrotranscriptasa 0,5 pul

lll. gPCR o PCR cuantitativa

El dltimo paso para el estudio de la expresionagées la PCR cuantitativa, una
variante de la PCR que permite cuantificar la cotreeion de ADN; esta tecnologia
detecta la acumulacién del producto de PCR med@&ntso de fluorescencia.
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La reaccion de PCR cuantitativa se llevd a cabeleermociclador de Roche
Lightcycler, utilizando la sonda SybrGreen (FastrtSDNA Master Sybr Green, Roche),
partiendo de una dilucién 1:5 del ADNc.

Se utilizé el gemmdhcomo gen de referencia para la cuantificacioniv@ate la
expresion de los genes a estudiar. La cuantificag@drealizd6 mediante el método del Ct

comparativo (2.

3.2.12. Extraccion de proteinas

Para poder estudiar el efecto citotoxico de losegenr y gepA2 dichos genes se
clonaron (sin su promotor natural) en un vectoexeresion inducible con IPTG: el vector
pET29a. Este vector ademas de la sobreexpresidyedepermite la posterior purificacion o
deteccion especifica de la proteina al afadir otede poli-histidina al final de ésta. Estas
construcciones se clonaron en la cé&pacoli BL21. Esta cepa es deficiente en la proteasa
dependiente de la ATPasa Lon, por lo que tiene idisda la degradacion de proteinas,
hecho que permite la sobreexpresion de la protetmnbinante.

El protocolo que se sigui6 para la extraccion déginas se detalla a continuacion.

1. Inocular las cepas en LB e incubar en agitagi8i°C durante 18 horas.

2. Hacer una dilucion 1:100 del cultivo anteridneubar a 37°C en agitacion hasta

una D.O. de 0,6 a 600 nm.
Alcanzada la D.O. inducir el cultivo con IPT@ @M.

4. Recoger alicuotas de 10 ml a tiempo §),(Tina hora (), dos horas (J) y tres
horas (). Conservar estas alicuotas en hielo. Recogeunattis a diferentes
tiempos permite conocer el tiempo Optimo de inducci
Centrifugar 15 min a 4.000 rpm a 4°C y descadbrenadante.

Lavar con 10 ml de NaRQOmM pH 7,2, centrifugar 15 min a 4.000 rpm a 4°C
y eliminar sobrenadante.

Resuspender el sedimento en 5 ml de NdRP@M pH 7,2.

Sonicar la suspension bacteriana manteniendolaiedo. Realizar 7 pulsos de
30 s con un intervalo de 60 s entre cada pulso. ptamar el descenso de
turbidez.

9. Anfadir 5 pl de inhibidores de proteasas.
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10. Centrifugar 45 min a 13.000 rpm a 4°C. Descagdimento.

En el sobrenadante se encuentran las proteinastolelasma de las bacterias. Este
sobrenadante puede conservarse a —30°C.

El siguiente paso es la cuantificacion de las jpmate Dicha cuantificacion se llevo a
cabo mediante Piert® BCA Protein Assay Kit (Termo Scientific) siguiendias

instrucciones del fabricante. Finalmente se ajiastancentracion de proteinas a 0,85/l

3.3. Métodos de Microbiologia

3.3.1. Preparacion de los agentes antimicrobianos

Loa antimicrobianos utilizados se prepararon sigdelas indicaciones del CL'8ta
una concentracion de 4096/ml en la mayoria de los casos. Las alicuota®ssetvaron a
-80°C.

3.3.2. Sensihilidadn vitro

3.3.2.1. Microdiluciéon

La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) de un ianitrobiano se define como la
menor concentracion de dicho agente capaz de irdlibrecimiento visible de una poblacion
bacteriana. Este valor se obtiene incubando unaidean conocida de bacterias con
diluciones definidas del antimicrobiano a testar.

Los valores de CMI se calcularon mediante micraitio de acuerdo con las normas
del CLSIL. A partir de placas de cultivo fresco se prepardi5 McFarland en Mueller
Hinton caldo. Se utilizaron placas de microdilucida 96 pocillos, las cuales una vez
preparadas con las diferentes concentraciones tiimi@obianos se inocularon con una
dilucion 1:100 del cultivo anterior. Estas placasirscubaron a 37°C durante 20 horas. Se
establecieron controles de crecimiento y estedlidiel medio. Se uso la cepa de referekcia
coli ATCC 25922 como control.
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A partir de las placas en las que se calculd la @®&lciprofloxacino, se estudio la
Concentracién Minima Bactericida (CMB) de estaffwinolona. La CMB se define como
la concentracion de antimicrobiano capaz de elim#h&9,9% de la poblacién original. Para
estudiar este parametro se realizaron subcultiedsglpocillos de la placa de microdilucion
de las concentraciones igual y superiores a la EBths placas se incubaron 20 horas a 37°C
y se estudio el descenso de la poblacion con respemadculo inicial.

3.3.2.2. Técnicas de difusion

Ademas de mediante microdilucion en caldo, la CMIaiprofloxacino se calculd
mediante el sistema de difusién en gradiente E{d® BIODISK, Biomerieux).

También se utilizd el sistema de disco difusiébn apal estudio de la
sensibilidad/resistencia de las diferentes cepas.efie caso también se siguieron las
indicaciones del CL3%".

3.3.2.3. Determinacioén de la Concentracion Prevarde Mutantes

La Concentracion Preventiva de Mutantes (CPM) aselé concentracion de un
antimicrobiano que impide la aparicion de mutanéssstentes de un solo paso dentro de una
poblacion bacteriana. Este parametro depende@slla

Otro parametro relacionado con la CMI y la CPM &svVentana de Seleccion de
Mutantes (VSMY®2 La VSM es el intervalo de concentracién de amtiohiano
comprendido entre la CMI y la CPM; es de esperar gpncentraciones de antimicrobianos
incluidas dentro de la VSM favorezcan la aparicipnenriquecimiento selectivo de
subpoblaciones resistentes dentro de una pobldmgteriana. Aquellas concentraciones
superiores al limite de la VSM (concentracionesgraima de la CPM) no favoreceran este
enriquecimiento, y la aparicion de mutantes seré dificil debido a la necesidad de al
menos dos mutaciones. Por tanto, lo ideal seridaguantimicrobianos estuvieran la mayor
parte del tiempo a concentraciones por encima @&Pdi.

Para el calculo de la CPM se siguié el protocold/decusson y colaboradoréscon
modificaciones. El protocolo realizado fue:

1. Inocular las cepas en 10 ml de LB e incubarg#ta@én a 37°C durante 18 horas.
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6.

Hacer una dilucion 1:100 del cultivo anterior E#B e incubar a 37°C en
agitacion hasta que alcance una D.O. a 540 nm mudal Esta D.O. equivale a
unas 168 céls/ml.

Centrifugar durante 20 min a 4.000 rpm. Descattaobrenadante.

Resuspender el sedimento en gode MHB.

Sembrar 10Qul del concentrado anterior en placas con antimiarais; hacer
diluciones seriadas en base 10 y sembrar {0Gle éstas en placas sin
antimicrobianos para conocer el inéculo inicial.

Incubar las placas a 37°C y hacer recuentos2atiaras durante 96 horas.

La CPM es la concentracion mas baja donde no senabsrecimiento bacteriano

pasadas 96 horas.
Para determinar la supervivencia de las distintagags, se siguio el siguiente

protocolo:

1.
2.
3.

4.

Inocular 10 ml de MHB con un octavo de la pldeda concentracion de la CPM.

Agitar en vortex.

Sembrar 10Ql de la suspensién anterior en placas sin antifmianm e incubar a
37°C durante 24 horas.

Contar las colonias crecidas pasado este tiempo.

3.3.3. Calculo de la frecuencia de aparicion de manmtes

Mediante esta técnica se pretende conocer la fne@uele aparicion de mutantes

ocasionada por una determinada concentracion deiarmtbiano. El protocolo a seguir fue:

1.
2.

Preparar un 0,5 McFarland en LB a partir dewltivo fresco.

Incubar durante 18 horas a 37°C en agitacién diheion 1:14 del 0,5
McFarland anterior.

Sembrar 10Qul en placas de MHA suplementadas con las conceohes
deseadas de antimicrobiano. Hacer diluciones ssrigdsembrar en placas sin
presion antibiética 100! de las diluciones £010"y 1. Incubar a 37°C durante
toda la noche.

Contar el nimero de colonias en las placas sim&robiano y calcular el

tamafio del indculo (ufc/ml). Reincubar las placas gresion selectiva 24 horas.
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5. Contar el nimero de colonias en las placas cesign selectiva y calcular el
namero de mutantes (ufc/ml).
La frecuencia de aparicion de mutantes se cal@r@ocel cociente entre el nimero
de mutantes y el tamafio del inéculo.

3.3.4. Produccioén de Especies Reactivas de OxigéR®DS)

Se estudio la produccién de ROS para comprobda gresencia de mutaciones
cromosOmicas o de mecanismos plasmidicos afectatmproduccion de estos compuestos;
de modo que pudiera relacionarse un cambio enoldupcion de ROS con un cambio en la
sensibilidad a ciprofloxacino o en la frecuenciagaricion de mutantes.

El protocolo que se siguio se detalla a contiraraci

1. Inocular las cepas en 3 ml de TSB suplementad@licosa al 0,25% e incubar a
37°C en agitacion durante 18 horas.

2. Hacer una dilucion 1:100 del cultivo anteriorraadio M9 e incubar a 37°C en
agitacion hasta una D.O. de 0,14 a 600 nm (inese exponencial).

3. Andadir ciprofloxacino a una concentracion fid@ 1 mg/l. Incubar durante 2,5
horas a 37°C en agitacion.

4. Inocular dos pocillos de una platécrotiter con 200ul del cultivo anterior cada
uno (pocillos control).

5. Aifadir DCFH-DA (5 mM) en el resto del cultivodbariano a una concentracion
final de 5uM. Inocular 4 pocillos de una placaicrotiter con 200ul del cultivo
anterior.

6. Incubar a 37°C durante 18 horas en estatico.

Medir la absorbancia a 535 nm en el sistemaedwra de placasicrotiter
Infinite 200PRO (Tecan). La excitacion se realizana longitud de onda de 485
nm.

La produccién de ROS se calcula como la difereewtee los pocillos con DCFH-DA

y los pocillos control.
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3.3.5. Curvas de crecimiento

Para el estudio del efecto sobrdiwlessde los diferentes mecanismos de resistencia

a quinolonas estudiados en este proyseteealizaron curvas de crecimiento de las difegent

cepas de la coleccion. Las curvas de crecimientmldavieron en el sistema Infinite

200PRO. Estas curvas se obtuvieron en dos condgi@n medio rico en nutrientes (medio

LB) y en medio deficiente (medio M9).

. Medio LB

Para realizar las curvas de crecimiento en LB@g&dkel siguiente protocolo:

1. Inocular medio LB con las cepas a estudiar abac 6 horas a 37°C en
agitacion.

2. Obtener un 0,5 McFarland con el cultivo anterior

3. Hacer una dilucién 1:10.000 e inocular con eha placamicrotiter (150
ul por pocillo)

4. Medir la D.O. a 595 nm durante 20 horas enstesia Infinite 200PRO.
Las mediciones se realizaron cada 20 minutos.

Una vez obtenidos los datos se procedié a caldalarasa maxima de

crecimiento ) y el tiempo de generacion)( El calculo de estos parametros se

realizé con la siguiente férmula:

logD.0.,=logD.O0.,+ ut

_logD.0.,— logD.0.
- t
log2
U

I

‘r:

Para calcular estos parametros se utilizaron sadontediciones incluidas
dentro de la fase exponencial de crecimiento. 8iléala tasa de crecimiento para
cada medicién del Infinite 200PRO segun la férmalderior. Posteriormente se

calculé la tasa maxima de crecimiento de las cepa® la media de los 3 valores
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mas elevados, descartando los valores extremoartik ge la tasa de crecimiento se

calcul6 el tiempo de generacidh

Il. Medio M9

Se realiz6 el mismo protocolo que en el caso amfgrero en este caso solo se
realizo una dilucion 1:10 del 0,5 McFarland y lasdidas de D.O. se prolongaron 48
horas, midiendo cada 20 minutos.

Para el céalculo de la tasa méaxima de crecimieatatidizaron los 6 valores

mas elevados.
3.3.6. Ensayos de competicion

Para calcular efitnessrelativo de las diferentes cepas evaluadas cqecss a la
cepa de referencia. coli ATCC 25922 se realizaron ensayos en condicionenuhpeticion
basados en un modelo &e coli AlacZ, cepa que en placas con IPTG y X-Gal no produce
colonias azules sino blancas. Este modelo, usadstadios previos, no afectafiahess®

Se utilizaron como cepas conti®dl coli ATCC 25922AlacZ, para las cepas que no
poseian mecanismos plasmidicos de resistencianalgoas, VE. coli ATCC 25922AlacZ
pBK-CMV, para aquellas que poseian mecanismos [ihsos.

El protocolo que se siguid para los ensayos de ebonn fue el siguiente:

1. Inocular las cepas en LB e incubar a 37°C eta@gn durante 18 horas. En el

caso de las cepas con mecanismos plasmidicos sk adiatimicrobiano (30
ug/ml de kanamicina) al medio para impedir la peadiel vector.
Hacer un 0,5 McFarland a partir del cultivo @iote

3. Mezclar en proporcion 1:1 la cepa a testar aarepa control que corresponéa:
coli ATCC 25922AlacZ o E. coliATCC 25922AlacZ pBK-CMV.

4. Inocular con 20Qul de la mezcla anterior 5 ml de LB y sembrar dibnes
seriadas en base 10 de esta mezcla para condeenagio del indculo. Incubar a
37°C en agitacion durante 24 horas.

5. Refrescar el cultivo (hacer una dilucion 1:1089 LB e incubar a 37°C en

agitacion) cada 24 horas hasta las 96 horas.
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6. Realizar diluciones seriadas en base 10 y senwsadiluciones 10y 10 en
placas con IPTG 100M y X-Gal 40 mg/l (con o sin antimicrobiano). Entas
placas la cepa a testar crece formando colonidssayua cepa control colonias
blancas.

Una vez obtenidos los recuentos de colonias ayutésncas se procede a calcular el

fitnesssiguiendo la siguiente formdfa

A%KA
o

B%}fg
o

W=In

, donde As y Ao son las bacterias/ml de la cepa a testar al {@@lhoras) y al
comienzo del ensayo de competicion, respectivamgnBgs y By los valores equivalentes
para la cepa control.

Se realizaron al menos 6 réplicas de cada comuetita significacion estadistica de
la diferencia defithessrelativo a la cepa de referenda coli ATCC 25922 se calculd
mediante el test T-Student (intervalo de confia®2%, dos colas). Se utilizé un nivel de
significacion estadistica de 0,05.

3.3.7. Ensayos de citotoxicidad

Para comprobar si la sobreexpresion de los mecarigphasmidicos de resistencia a
quinolonas estudiados tenian efecto citotoxico,clemaron en un vector de expresion
inducible (pET29a) y se indujeron con IPTG 0,2 mi#i#& modo que se comprobo si se
producia una disminucién de la poblacion bacter@marespecto al indculo original.

El protocolo desarrollado fue el siguiente:

1. Inocular las cepas en LB e incubar en agitagi8i°C durante 18 horas.

2. Hacer una dilucion 1:100 e incubarla a 37°Cgiaeion hasta alcanzar una D.O.

a 600 nm de 0,8.
Separar dos alicuotas. A una de ellas afiad® IPZ mM.

Incubar las dos alicuotas a 37°C en agitaciéantie 2 horas.
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5.

Hacer diluciones en base 10 y sembrar en plasatiluciones 19 10’y 1¢%.

Se calculo la supervivencia relativa de cada cepaespecto a la cepa contEolcoli

BL21 con el vector pET29a, descartando asi el posilecto citotoxico del vector.

3.3.8. Microscopia Electronica de Transmision

Se estudiaron mediante microscopia electronicaratesrision las cepas donde se

sobreexpresaron los gengsr. Con esta técnica se comprobd si dicha sobrea&pres

provocaba cambios morfolégicos a nivel celular g@séuvieran relacionados con efectos

citotoxicos.

El protocolo realizado se detalla a continuacion:

1.

A

o

Inocular las cepas en LB e incubar en agitaai@7°C hasta alcanzar una D.O. a
600 nm de 0,4.

Inducir el cultivo con IPTG 0,2 mM durante dasds.

Centrifugar 15 min a 4.000 rpm.

Lavar dos veces con tampon fosfato 0,1M pH 7,4.

Fijar las muestras en glutaraldehido al 2,5%r¢k)econ paraformaldehido al 4%
en tampon fosfato durante 4 horas a 4°C.

Lavar en tampon fosfato durante 12 horas a 4°C.

Postfijar las muestras en tetradxido de osmi@¥almas ferrocianido potasico al
3% durante una hora a temperatura ambiente.

Realizar 3 lavados con agua destilada.

Deshidratar la muestras con un gradiente der@aeB0%, 50%, 70%, 80%, 90%,
95% y 100%.

10. Embeber las muestras en regpaxy(Spurr) y seccionar las muestras utilizando

el sistema Reichert Jung Ultracut E.

Las secciones se visualizaron en el Centro de tigaegn, Tecnologia e Innovacion

de la Universidad de Sevilla (CITIUS) con el miawogio electronico Philips CM-10.
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Resultados

4.1. Construccion de la coleccidn de cepas isogexsc

Se obtuvo una coleccion de 89 cepas isogénicazauntilo la cepa de referendia

coli ATCC 25922 como fondo genético. Se contruyeron antas isogénicos que contenian

combinaciones de las siguientes mutaciones cronioaénser83Leu y/o Asp87Asn ggrA

y/o Ser80Arg erparC (obtenidas por reemplazamiento genético) y/o datedel genmarR

(obtenida por inactivacion cromosdmica). Tambiéra@astruyé un mutante portador de una

delecién del geacZ Mediante electroporacion se obtuvieron nuevassgortadoras de

los geneginrAl, qnrB1, gnrC, gnrD1, gnrS1o qepA2clonados en el vector pBK-CMV, y en

el caso del gegnrAltambién clonado en el vector pACYC84asi como cepas portadoras

de los vectores pBK-CMV y pACYC184. La coleccioregda dividirse en cinco grupos:

Un primer grupo compuesto por las cepas isogéngde portadoras de
mutaciones cromosomicas (Tabla 13).

Un segundo grupo formado por las cepas isogénisasaontenian el vector pBK-
CMV vacio (Tabla 14).

Un tercer grupo formado por las cepas isogénicas apntenian un gegnr
clonado en el vector pBK-CMV (Tabla 15).

Un cuarto grupo formado por las cepas isogénicas apntenian el vector
PACYC184, vacio o con el gegmrAl(Tabla 16).

Y un quinto grupo formado por las cepas isogénmasadoras del gegepA2
(Tabla 17).

El laboratorio disponia de tres de estas cdpasoli ATCC 25922 (ATCC 25922k.
coli ATCC 25922 Ser83Leu (EC02)B coliATCC Ser83Leu Ser80Arg (ECG24)las cuales
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sirvieron de base para obtener el resto de lasdspgénicas, bien mediante la introduccion

de la segunda mutacién gwrA (Asp87Asn), la delecion dearRy/o la delecion déacZ

Tabla 13. Coleccion de cepas isogénicas |. Gendtgdas cepas
isogénicas portadoras sélo de mutaciones cromoadmic

Cepa gyrAl gyrA2 parC marR lacZ
ATCC 25922 - - - -
EC01 - - - -
EC0?* S83L - - -
ECO03 S83L - - -
EC04* S83L - S80R -
ECO05 S83L - S80R -
EC06 S83L  D87N - -
EC07 S83L  D87N - -
EC08 S83L  D87N  S80R -
EC09 S83L D87N S80R -
EC70 - - - A

Tabla 14. Coleccién de cepas isogénicas Il. Genaliplas cepas isogénicas

portadoras del vector pBK-CMV vacio.

Cepa gyrAl gyrA2 parC marR Vector
ATCC 25922 pBK-CMV - - - - pBK-CMV
ECO1 pBK-CMV - - - A pBK-CMV
EC02 pBK-CMV S83L - - - pBK-CMV
ECO03 pBK-CMV S83L - - A pBK-CMV
EC04 pBK-CMV S83L - S80R - pBK-CMV
ECO05 pBK-CMV S83L - S80R A pBK-CMV
ECO06 pBK-CMV S83L D87N - - pBK-CMV
ECO7 pBK-CMV S83L D87N - A pBK-CMV
ECO08 pBK-CMV S83L D87N S80R - pBK-CMV
ECO09 pBK-CMV S83L D87N S80R A pBK-CMV
EC70 pBK-CMV - - - - pBK-CMV
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Tabla 15. Coleccién de cepas isogénicas lll. Gpodle las cepas

isogénicas portadoras de un ggm clonado en el vector pBK-CMV.

Cepa gyrAl gyrA2 parC marR gnr
EC10* - - - pBKqnrAl
EC1T? - - - pBK-gnrB1

EC12 - - - pBKegnrC

EC13 - - - pBK-gnrD1
EC14* - - - pBK-gnrS1

EC15 - - A pBK-gnrAl

EC16 - - A pBK-gnrB1

EC17 - - A pBK-gnrC

EC18 - - A pBK-gnrD1

EC19 - - A pBK-gnrS1
EC20* S83L - - pBKgnrAl
EC21? S83L - - pBK-gnrB1

EC22 S83L - - pBKgnrC

EC23 S83L - - pBK-gnrD1
EC24* S83L - - pBKgnrsS1

EC25 S83L - A pBK-gnrAl

EC26 S83L - A pBK-gnrB1

EC27 S83L - A pBK-gnrC

EC28 S83L - A pBK-gnrD1

EC29 S83L - A pBK-gnrS1
EC30* S83L S80R pBK-gnrAl
EC31? S83L S80R -  pBK-gnrB1

EC32 S83L S80R - pBK-gnrC

EC33 S83L S80R - pBK-gnrD1
EC34* S83L S80R - pBK-gnrS1

EC35 S83L S80R A pBK-gnrAl

EC36 S83L S80R A pBK-gnrB1

EC37 S83L S80R A pBK-gnrC

EC38 S83L S80R A pBK-gnrD1
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Cepa gyrAl gyrA2 parC marR qnr

EC39 S83L - S80R A pBK-gnrS1
EC40 S83L D87N - - pBK-gnrAl
EC41 S83L D87N - - pBKinrB1
EC42 S83L D87N - - pBK-gnrC
EC43 S83L D87N - - pBKinrD1
EC44 S83L D87N - - pBK-gnrS1
EC45 S83L D87/N - A  pBK-gnrAl
EC46 S83L D87N - A pBK-gnrB1
EC47 S83L D87N - A pBK-gnrC
EC48 S83L D87N - A pBK-gnrD1
EC49 S83L D87/N - A  pBK-gnrS1
EC50 S83L D87N S80R pBK-gnrAl
EC51 S83L D87N S80R -  pBK-gnrBl
EC52 S83L D87N S80R - pBK-gnrC
EC53 S83L D87N S80R - pBK-gnrD1
EC54 S83L D87N S80R -  pBK-gqnrS1
EC55 S83L D87N S80R A  pBK-gnrAl
EC56 S83L D87N S80R A  pBK-gnrBl
EC57 S83L D87N S80R A pBK-gnrC
EC58 S83L D87N S8O0R A  pBK-gnrD1
EC59 S83L D87N S80R A pBK-gnrS1

Tabla 16. Coleccién de cepas isogénicas IV. Geoalglas cepas
isogénicas portadoras del vector pACYC184.

Cepa pACYC184 pBK-CMV
ATCC 25922 pACYC184 pPpACYC184
ATCC 25922 pBK-CMV pACYC18: pACYC184 pBK-CMV

EC71 PACYCgnrAl -
EC72 pACYC-qnrAl pBK-gnrB1