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1. INTRODUCCION

1.1. Quinolonas

1.1.1. Origen, estructura quimicay clasificacion
Origen

Las quinolonas tienen su origen sintético en la degradacion de sustratos
alcaloides cuando Price J.R. en 1949 obtuvo un compuesto inactivo, durante el
proceso de sintesis de la cloroquina (un agente contra la malaria), al que
denominé quinolona. 2'" En 1962, se sintetizé un derivado de las quinolonas, el
acido nalidixico (1-etilo-1,4 dihidro-7-metilo-4-ox0-1,8 naftiridina-3-acido

carboxilico)'?

(Figura 1), activo frente a algunas bacterias gramnegativas y
capaz de alcanzar una concentracion alta en orina. Este fue el primer derivado
quinolénico usado en clinica. Sin embargo, su uso se limitd principalmente al
tratamiento de infecciones del tracto urinario (ITUs). Posteriormente se
sintetizaron otros derivados quinoldnicos con caracteristicas similares como el
acido oxolinico, el acido piromidico o la flumequina. La sintesis de acido
pipemidico en 1973 produjo un notable avance, ampliando el espectro

antibacteriano y las propiedades farmacocinéticas.
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Figura 1. Sintesis de acido nalidixico a partir de cloroquina.

La importancia de este grupo quimico radicé en las modificaciones que a
partir de los afos 1970 se introdujeron en el nucleo de la molécula de 4-
quinolona (Figura 2) y que han originado un gran numero de agentes
antibacterianos. La adicién de un atomo de fluor en la posicion 6 y un grupo
piperazinil en la posicién 7 potencid en gran medida su actividad dando lugar a
las fluoroquinolonas.?®* En 1978 aparecié la primera fluoroquinolona usada en
clinica, norfloxacino, que con respecto a las anteriores ofrecia mejor espectro
de accion, potencia, farmacodinamia, y menor capacidad para seleccionar

4 Desde entonces ha continuado el desarrollo de nuevos

mutantes.?®
compuestos fluorados con el objetivo de mejorar el espectro de accion,
hacerlos mas potentes, con una mejor farmacodinamica y con menos efectos
adversos.® No fue hasta fines de la década de 1980 y principios de los afos
1990 cuando se introdujeron en clinica nuevas fluoroquinolonas con actividad
frente a bacterias gramnegativas y a grampositivas, e incluso frente a

anaerobios.?%®




Introduccién

Estructura quimicay clasificaciéon

El anillo biciclico 4-oxo-1,4 dihidroquinoleina constituye el nucleo central

de la estructura de las quinolonas. (Figura 2)

Figura 2. Estructura del anillo biciclico 4-oxo-1,4 dihidroquinoleina.

En funcion de las sustituciones del nucleo fundamental de las quinolonas
por atomos de nitrogeno, las quinolonas se clasifican en cuatro grupos
principales: (Figura 3 y Tabla 1)

*= Quinoleinas

= Cinolinas

= Naftiridinas

= Piridopirimidinas

Atendiendo al numero de anillos que componen la molécula se
diferencian cuatro grupos de compuestos: monociclicos, biciclicos, triciclicos y

tetraciclicos.?®
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Figura 3. Estructura quimica de los subgrupos de quinolonas.

De un modo creciente se ha empezado a usar una nomenclatura similar

a la de la cefalosporinas, mediante generaciones. Asi, las de primera

generacion serian las histéricamente mas antiguas. Se caracterizan por la

ausencia de un radical 6 fluorado, excepto la flumequina. Tienen un reducido

espectro de actividad y son soélo utiles en ITUs (Figura 4).
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Figura 4. Quinolonas de primera generacion.




Tabla 1. Clasificacion de las quinolonas segun su estructura quimica.

Derivados de la quinoleina

Derivados de la naftiridina

Derivados de

Derivados de la

Fluoradas
No Fluoradas No Fluoradas | Fluoradas la cinolina piridopirimidina
Monofluoroquinolonas | Difluoroquinolonas | Trifluoroquinolonas
Flumequina
Norfloxacino
Ofloxacino
Ciprofloxacino
Acido oxolinico
Perfloxacino
Rosoxacino Lomefloxacino Flerofloxacino
Pirfloxacino Acido piromidico
Tioxacino Difloxacino Tosufloxacino Acido Enoxacino Cinoxacino
Amifloxacino nalidixico Acido pipemidico
Droxacino Esparfloxacino Trovafloxacino
Levofloxacino
Miloxacino

Rufloxacino
Nadifloxacino
Grepafloxacino

Clinafloxacino

poJju|

uoI29n
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Las quinolonas de segunda generacion se caracterizan por la presencia
constante de un atomo de fluor en la posicion 6 y de piperazina o metil-
piperazina en la posicion 7 de la molécula. La molécula clasica es el
ciprofloxacino. Se usan en infecciones graves de tejidos osteoarticulares,
digestivos, tejidos blandos, infecciones respiratorias e infecciones de
transmisién sexual (Figura 5).°%%%° La actividad de las quinolonas de primera y
segunda generacion es moderada sobre Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (SARM) y Streptococcus pneumoniae, y nula sobre bacterias

anaerobias.

0

F. / | | -CO:H *Coﬁi \/ﬁ/cyo:ﬂ
N
HQ \ HN \) \

Norfloxacino Pefloxacmo Enoxacino
I
r\N m : S
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CH,
FIeroxacmo GH Lomefloxacino Clprofloxacmo
¢ 0
Fe = COH F wcoaH
L :
N VN (\NN\‘/\N
2 Ofloxacino CH,  Rufloxacino

Figura 5. Quinolonas de segunda generacion.

Las quinolonas de tercera generacion presentan una mayor actividad
frente a bacterias grampositivas y anaerobios, manteniendo su actividad frente
a enterobacterias. Estas se caracterizan quimicamente por la presencia de
grupos ciclicos aminados en la posicion C7 (aminopirrolidinas y grupos
azabiciclicos). También se encuentran sustituciones en las posiciones C5y C8
(Figura 6).”""97247 Son una importante alternativa frente a S. pneumoniae y

estafilococos sensibles a meticilina, pero no frente a SARM.
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Figura 6. Quinolonas de tercera generacion.

Hay autores que sefalan la existencia de una cuarta generacion de
) 77,247

quinolonas que poseen muy buena actividad anti-anaerobia (Figura 7
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Figura 7. Quinolonas de cuarta generacion.
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Las nuevas quinolonas difieren entre ellas basicamente en la naturaleza
de los sustituyentes unidos al nitrégeno de la posicion 1y en los sustituyentes

del anillo piperazinico o pirrolidinico localizado en la posicion 7 (Figuras 2-7).

1.1.2. Relacién estructura-actividad

Al ser agentes sintéticos, existe un notable conocimiento sobre la
estructura basica de la 4-quinolonas, sus sustituyentes (naturaleza y relaciones
espaciales entre los mismos), y las propiedades microbiolégicas que
determinan.>’7®?*" En base a los diferentes radicales presentes en las
posiciones de la molécula base 4-quinolona (Figuras 2-7), podemos conocer la

influencia de cada uno de ellos sobre su actividad:**?%

= En la posicion N-1 el sustituyente de mayor importancia es el grupo
ciclopropil, que combina propiedades estéricas, espaciales y de
interaccidn electrénica favorables. Ciprofloxacino es el ejemplo mas

importante con esta sustitucion.

= En la posicion C2 no se han realizado modificaciones, manteniendo
el radical hidrogeno, debido a su proximidad al sitio de unién con la

diana.

» Las posiciones C3 y C4 contienen los grupos carboxilo y ceto,
respectivamente, que participan en la interaccion con las
topoisomerasas bacterianas, uniéndose al complejo ADN-

Topoisomerasa.

= Las sustituciones en la posicion C5 afectan a las caracteristicas
farmacocinéticas. Un grupo amino puede incrementar la absorcion,
distribucion y actividad sobre especies grampositivas. Los grupos
metilo favorecen las propiedades farmacocinéticas y la cobertura
sobre S. pneumoniae.?®” El aumento en la longitud del radical hace

que disminuya la potencia.
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» La presencia de un atomo de fluor en la posicion C6 produce un
aumento notable de la actividad bactericida. Este sustituyente
aumenta tanto la union al complejo ADN-Topisomerasa (2-17 veces)
como la penetracion intracelular (1-70 veces) en relacion a derivados
no fluorados. Debido a este cambio se producen aumentos de hasta
10 veces en la inhibicion de la ADN girasa y disminuciones de 100
veces en la CMI.

» En general, las quinolonas con grupos lineales o pequefios en
posicion C7 poseen menor potencia. La presencia de anillos
heterociclicos de 5 6 6 miembros tienen buena actividad biologica
(potencia, espectro de accion y farmacocinética). Las pirrolidinas y
las piperazinas aumentan la potencia en bacterias gramnegativas y

bacterias grampositivas, respectivamente.

= La presencia de halégenos en la posicién C8, como cloro o fluor,
aumenta la actividad antianaerobia y la adsorcion. Sin embargo, la
presencia de estos sustituyentes se ha asociado a fendmenos de

fototoxicidad.

Por otro lado, al ser tanto el ADN como las topoisomerasas opticamente
activos, hay que tener en cuenta el caracter quiral de algunas fluoroquinolonas,
ya que un enantibmero puede presentar mayor actividad que los demas.
Levofloxacino (el isbmero levogiro) es 12 veces mas activo que su respectivo
isdbmero dextrogiro. La diferencia se atribuye al modo de interaccion con el

complejo ADN-Topoisomerasa.'’

Hay que hacer notar que si bien ciertos sustituyentes pueden provocar
cambios en la actividad biolégica y/o quimica de la quinolona, las
caracteristicas finales son el resultado de la interaccién de todos los radicales y

el ndcleo central de estos antimicrobianos.”®
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1.1.3. Mecanismo de accién

El modo por el que las quinolonas ejercen su accion inhibitoria frente a
las células bacterianas se conocio con posterioridad a su sintesis quimica y uso
clinico. Afios mas tarde se demostré que la ADN girasa, una topoisomerasa
tipo Il desconocida previamente y esencial para la topologia del ADN, era una
importante diana de estos agentes.”® Posteriormente se demostré que la ADN
girasa es la principal diana de las quinolonas en bacterias gramnegativas.
Mucho mas tarde, en 1990, se descubrié una nueva topoisomerasa tipo Il, la
Topoisomerasa IV, que es la diana primaria para muchas fluoroquinolonas en
bacterias grampositivas.118 En ciertas especies bacterianas la actividad de las

quinolonas se debe a su interaccidén con ambos enzimas.?**

Antes de analizar el modo en el que las quinolonas interaccionan con las
topoisomerasas, detallaremos brevemente como penetran en la célula
bacteriana. Al estar las dianas de las quinolonas localizadas en el citoplasma
celular, éstas deben atravesar la membrana citoplasmatica, la cual cumple una
serie de funciones de barrera (determinada por la bicapa lipidica) importantes
para prevenir la penetracion de drogas como las quinolonas.™® Tanto en
grampositivos como en gramnegativos existe una capa externa de
peptidoglucano, mas delgada en caso de gramnegativos, que no interfiere con
la penetracién de estas drogas. En las bacterias gramnegativas, existe una
membrana adicional, la membrana externa, que constituye una barrera muy
eficaz, formada por una doble capa asimétrica de lipopolisacarido (LPS) y
fosfolipidos. El LPS contiene un gran numero de acidos grasos saturados, que
disminuyen la fluidez considerablemente con respecto a la que tendria una

membrana bioldgica constituida sélo por fosfolipidos.'®®

Para la penetracion a través de la membrana externa de las bacterias
gramnegativas, las proteinas mas importantes son las porinas.'®”'"? Estas
proteinas forman canales hidrofilicos implicados en la entrada de nutrientes y la
salida de productos desecho. Permiten la difusién de moléculas hidrofilicas de

pequefio tamafio, que es el caso de muchos antimicrobianos, incluyendo las
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quinolonas. Este proceso esta determinado por el tamafo, la carga y las

caracteristicas hidrofilicas o lipofilicas de los sustratos.

El numero de porinas y la eficacia de éstas en la membrana externa es
uno de los principales factores que delimitan la permeabilidad de las especies
bacterianas en gramnegativos. En especies como Pseudomanas aeruginosa o
Acinetobacter baumannii, la existencia de un menor numero de porinas y de un
diametro inferior a las de E. coli explica en parte la mayor resistencia natural de

estas especies a la mayoria de agentes antimicrobianos.?**?%°

Tras el paso a través de las porinas de membrana externa, las
quinolonas difunden a través de la bicapa lipidica de la membrana citoplasmica

en un proceso dependiente del potencial de Donan y del gradiente de pH. o

Las topoisomerasas fueron descritas por primera vez en 1971 por James
Wang quien describié la Topoisomerasa |, enzima capaz de eliminar el

' En E. coli existen 4

superenrollamiento negativo del ADN bacteriano.?’
topoisomerasas diferentes que se clasifican segun su mecanismo de accion
(Tabla 2). Las topoisomerasas tipo | (Topoisomerasa | y Topoisomerasa |II)
cortan una de las cadenas del ADN bicatenario, pasan la otra cadena a través
de la rotura y sellan la rotura. En contraste, las topoisomerasas de tipo || (ADN
girasa y Topoisomerasa V) rompen ambas cadenas en el ADN, pasan otro
ADN Dbicatenario a través de la rotura y sellan ambas cadenas
coordinadamente (Figura 8).""® En ambos casos el proceso es energéticamente
desfavorable, consumiéndose ATP durante el mismo.?’? Estos enzimas
posibilitan el superenrollamiento negativo del ADN en bacterias, fundamental

para los procesos de replicacion y transcripcion (Tabla 2).

Las dos topoisomerasas tipo |l de E. coli son esenciales para la vida
celular, como se ha puesto de manifiesto mediante la evidencia de mutaciones
letales en estos genes.'® La ADN girasa es la Unica capaz de introducir
enrollamiento negativo en el ADN, lo cual es fundamental para la densidad del

mismo.
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Figura 8. Representacion esquematica
del mecanismo de accion de las
topoisomerasas tipo Il

Tabla 2. Tipos de topoisomerasas bacterianas.

Afo

descubrimiento

Topoisomerasa | Tipo Funcién principal Genes
Topoisomerasa | | Elimina supereprollamlento topA
negativo
Introduce superenrollamiento negativo
Topoisomerasa Il I Elimina superenrollamiento positivo rAlavrB
(ADN girasa) (y negativo) gyraigy
(Decatenasa)
Topoisomerasa (Elimina superenrollamiento negativo)
| topB
[ (Decatenasa)
Toooi Elimina superenrollamiento
opoisomerasa I i i CloarE
IV positivo y negativo parClpar
Decatenasa

1971

1976

1989

1990

Las actividades entre paréntesis se han demostrado con enzima purificada in vitro, pero no in vivo.
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La ADN girasa y la Topoisomerasa IV de E. coli presentan una
estructura similar. Ambas estan formadas por tetrameros de parejas de dos
tipos de subunidades. Las subunidades GyrA (875 aminoacidos) y GyrB (804
aminoacidos) de la ADN girasa (codificadas por los genes gyrA y gyrB,
respectivamente) son similares en su secuencia aminoacidica a las
subunidades ParC (752 aminoacidos) y ParE (630 aminoacidos) de la
Topoisomerasa IV  (codificadas por los genes parC 'y parE,
respectivamente).''®?2 Concretamente, existe una identidad aminoacidica del
36% entre ParC y GyrA, y del 40% entre ParE y GyrB. La zona mas
conservada corresponde a la regidbn amino terminal del enzima en las
subunidades GyrA y ParC. Esta region contiene los residuos de tirosina del sitio

activo del enzima.

La ADN girasa esta implicada, principalmente, en la introduccion de
superenrollamiento negativo en el ADN, aunque también interviene en la
separacion de los cromosomas hijos, en la iniciacion del proceso de replicaciéon
y en la resolucion de nudos superenrollados en el nucleoide bacteriano.® La
expresion a nivel transcripcional de los genes de la ADN girasa esta controlada
por el estado de enrollamiento del ADN. Todas las funciones atribuidas a este
enzima requieren que ambas subunidades estén unidas, aunque existen
funciones que radican en cada subunidad. GyrA interviene en la rotura del ADN
y posterior unién a los extremos 5° libres a través del residuo de Tyr-122. GyrB
es la responsable de la hidrolisis de ATP, proporcionando la energia necesaria
para que se produzca la reaccion.?’? Las quinolonas bloquean esta reaccion
dependiente de ATP mediante la estabilizacién del complejo ADN-ADN girasa
en el momento en que se ha producido la ruptura del ADN, inhibiendo la

funcién enzimatica que permite que los extremos libres vuelvan a unirse. '**

La Topoisomerasa IV también requiere ATP para su actividad y su
funcidn principal es actuar como decatenasa en la separaciéon de los
cromosomas hijos tras la replicacion. También es capaz de eliminar

superenrollamiento positivo y negativo del ADN. %4272
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Es importante destacar que en eucariotas existen topoisomerasas tipo Il
que conservan una homologia con las de bacterias. Sin embargo se ha
demostrado que las concentraciones necesarias para inhibir la actividad de las
topoisomerasas eucariotas por parte de las quinolonas son unas 100 veces
mayores que las necesarias para inhibir las topoisomerasas bacterianas y 50-
100 veces mayores que las que se alcanzan en suero y tejidos. Por ello es muy
poco probable la toxicidad de las quinolonas a través de esta via. 2%

Interaccion ADN-Topoisomerasas-Quinolonas

La interacciéon del ADN, las topoisomerasas y las quinolonas no se
conoce con exactitud. Uno de los modelos mas aceptado es el propuesto por
Shen.?*® Este modelo propone una unién cooperativa entre las quinolonas vy el
ADN que se basa en la induccion de un sitio de unién en el complejo ADN-ADN
girasa en presencia de ATP. Las quinolonas se unirian a una hebra de ADN
generada por la actividad de la ADN girasa, produciéndose un efecto
cooperativo basado en la fuerte interaccion de dos anillos de quinolonas
adyacentes dispuestos de modo antiparalelo, asi los grupos 3-carboxilo y 4-
ceto formarian puentes de hidrégeno con las hebras de ADN. En este modelo
los tres puntos mas importantes de la quinolona serian: N-1 (que haria posible
la autoasociacién de las moléculas de quinolonas), 3-carboxilo y 4-ceto (que
interaccionarian con el ADN) y C-7 que seria el punto de unién con la ADN
girasa (Figura 9). Este modelo no es sdlo consistente con todas las evidencias
experimentales, sino también tiene importancia en el disefio de nuevas

estructuras de quinolonas.

En un modelo alternativo ilustrado por Heddle y Maxwell, la interaccion
entre las quinolonas y las bases del ADN se apilan y confirma que las regiones
de cadena simple son importantes.®®®""3 E|l modelo describe también un sitio
de unién para una unica quinolona en un bolsillo cercano a la unién de las
subunidades GyrA y GyrB. En este modelo, la unién es potenciada por
interacciones entre ciertos aminoacidos del enzima y los grupos fosfato del
ADN (Figura 10).
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Interaccién con el ADN mediante
puentes de hldrogeno
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Figura 9. Modelo de Shen. A: Puntos mas importantes en la mteracmon de las
quinolonas. B: Interaccion quinolona-ADN. Modificado de Mitscher LA. '
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Figura 10. llustracion del sitio
de union de las quinolonas en
la interfase de las subunidades
GyrA-GyrB.

Recientemente, Tuma y col. han propuesto que las quinolonas forman
un “capuchon” molecular que estabiliza el complejo mediante la formacién de
enlaces covalentes con los extremos 5° del ADN cortado.?*® Sin embargo, no
hay evidencias de la union covalente entre las quinolonas y el ADN con o sin la

ADN girasa como intermediaria o la presencia de extremos cortados.

Es importante sefalar que la Topoisomerasa IV no ha sido estudiada
con la misma profundidad que la ADN girasa, no siendo aplicable en este caso
el modelo de Shen en su totalidad. La homologia entre ambas topoisomerasas
es del 40%. Existen diferencias en su modo de accion, y, por ejemplo, el

bolsillo de union de la Topoisomerasa IV es mayor que el de la ADN girasa.

Efectos de la quinolonas sobre las bacterias

Los efectos que se producen en las bacterias como consecuencia del

tratamiento con quinolonas se puede resumir en: %

= Disminucién de la introduccion de superenrollamiento negativo en el
ADN debido a la inhibicion de la ADN girasa.

» Los cromosomas hijos permanecen unidos tras el proceso de replicacion

debido a la carencia de actividad decatenasa.
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» |nhibicion de la sintesis de ADN mediante el bloqueo de la horquilla de

replicacion debido a la estabilizacion del complejo ADN-ADN girasa.

= Las quinolonas, al inhibir el movimiento de la horquilla de replicaciéon
originan una sefal que da lugar a la activacion de recA, la cual mediante
su actividad proteasa, produce la inactivacién del gen /exA (un represor
de los genes del sistema SOS).

» Filamentacion celular, en parte debida al antagonismo de la sintesis de
ADN vy la induccion del sistema SOS. La induccion de este sistema
conlleva la expresion de sulA, cuyo producto antagoniza el producto del
gen sulB necesario para la divisidon celular. La filamentacién va

acompanada de la aparicion de vacuolas polares vy lisis celular.

= Muerte celular rapida. La muerte celular se produce inicialmente de un
modo rapido, pero mas tarde se enlentece y alcanza una fase de
meseta. Las células que persisten en esta fase de meseta no parecen
ser una subpoblacion mutante, sino un estadio celular refractario a los
efectos de las quinolonas. La muerte celular aumenta con la
concentracion de quinolonas hasta 30-60 veces la CMI. A partir de este
valor la muerte se reduce, lo que se conoce como efecto Eagle o efecto
paraddjico, descrito previamente para B-lactdmicos. Este efecto se
podria explicar debido a que las quinolonas a altas concentraciones
inhiben parcialmente la sintesis proteica, que es necesaria para la

muerte celular.

1.1.4. Farmacocinéticay farmacodinamia

Las quinolonas poseen propiedades farmacocinéticas y
farmacodinamicas favorables.®'°"?* Presentan una muy buena absorcién via
oral, siendo su biodisponibilidad de buena a excelente (entre el 50% a casi el
100%) (Tabla 3). La absorcion se favorece por ausencia de alimentos y

disminuye al interaccionar con otros farmacos que contienen cationes de tipo
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calcio, magnesio, hierro o cinc, reduciéndose la concentracién sérica entre un
25y un 90%. 2%

Su distribucion en el organismo es amplia, alcanzandose
concentraciones intracelulares altas. Su concentracion en tejido prostatico, bilis,
pulmoén, neutréfilos y macrofagos es superior a la sérica. En liquido
cefalorraquideo suele ser inferior a la mitad de la concentracién sérica. Las
concentraciones en suero son muy bajas en el caso de acido nalidixico, acido
pipemidico y norfloxacino, y de 2-7 ug/ml para los de la tercera y cuarta
generacion. La unién a proteinas plasmaticas es baja, entre el 20-40%, siendo

la albumina el principal punto de afinidad. %

Tabla 3. Parametros farmacocinéticos de las quinolonas més usadas en Espafia.

Antimicrobiano D°Zirfg‘;ra' (r?ln;/)i) tw2(h) | Biodisponibilidad (|X<Cé) E’éﬁ;ﬁc([,‘/z;‘ Metag,z')ism
Acido pipemidico 400 40 3.0 93 1.4-2.0 75 -
Norfloxacino 400 15 3.3 40-60 0.6 30-50 20
Ciprofloxacino 500 25 36 70-75 20-30  60-70 30
Ofloxacino 400 4.0 5.0 >95 1214 90 3
Levofloxacino 500 5.0 7.0 >95 1.4 80 5
Moxifloxacino 400 3.0 13.0 90 3.0 40 50

* Porcentaje de la dosis acumulado en orina a las 24 horas.
Cmax: CcOncentracion maxima en suero; ty,: semivida plasmatica; Vd: volumen de distribucion.

Las quinolonas pueden ser metabolizadas por el higado, a través del
citocromo P-450 mediante reaccion de oxidacion o desmetilacion,
produciéndose metabolitos que son posteriormente eliminados. En la

metabolizacion resalta el caso de pefloxacino que varia entre el 50-85%.

La eliminacién o excrecion se produce mayoritariamente por via renal
para algunos agentes (acido pipemidico, ofloxacino, levofloxacino), por via no
renal para otros (moxifloxacino), o por ambas (norfloxacino, ciprofloxacino). La
dosis en caso de insuficiencia renal debe ajustarse dependiendo del porcentaje
de eliminacion renal de cada compuesto. La excrecion oscila entre 40-90% y se
realiza tanto por filtraciéon glomerular como por secrecién tubular. La semi-vida

de eliminacion varia entre 3 y 26 horas.
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Las quinolonas tienen una actividad que depende de la concentracion,
por lo que los parametros mas importantes para predecir la respuesta
antimicrobiana y el éxito clinico son el cociente entre la concentracidn maxima
en suero y la concentracion inhibitoria minima (Cpnax/CMI) (que debe ser
superior a 10 para obtener la maxima eficacia clinica y la menor seleccién de
resistencias) y el cociente entre el area bajo la curva concentracion-tiempo y la
concentracion inhibitoria minima (AUC/CMI) (que debe ser mayor de 125 para

bacterias gramnegativas y superiores a 30 para neumococos).>"4°

La concentracion bactericida minima (CMB) de las quinolonas es 1-4
veces la CMI. Presenta un efecto postantibiético de 1-3 horas, que depende del
microorganismo y de la quinolona, y que aumenta al aumentar la concentracion

del antimicrobiano y la duracién de la exposicion al mismo.

1.1.5. Espectro de actividad

Las fluoroquinolonas son mas activas frente a bacterias gramnegativas
que las primeras quinolonas como acido nalidixico o acido pipemidico, siendo
el mas potente ciprofloxacino. También presentan una buena actividad frente a

P. aeruginosa y bacterias grampositivas en diferentes grados.

Levofloxacino y, sobre todo, moxifloxacino tienen una buena actividad
frente a bacterias grampositivas.” Moxifloxacino es el mas activo frente a

neumococos, y presenta una buena actividad frente a anaerobios.®

Ademas, la quinolonas son moléculas activas frente a Neisseria spp.,
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Vibrio spp., Aeromonas spp., Brucella
spp., algunas especies de micobacterias (como Mycobacterium tuberculosis),

efc.
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1.1.6. Uso clinico de las quinolonas

Las quinolonas tienen un amplio uso tanto intrahospitalario como

extrahospitalario y se utilizan en los principales tipos de infeccion.

Infecciones del tracto urinario

Por su gran actividad frente a enterobacterias, los principales agentes
etiolégicos de infecciones urinarias, y por su eliminacién via renal se han
mostrado eficaces en estas infecciones. Se han considerado tratamiento de
primera eleccion para bacilos gramnegativos, incluida P. aeruginosa,
especialmente ciprofloxacino, en infecciones urinarias complicadas. Ademas, al
concentrarse en tejido prostatico son eficaces frente a prostatitis que tienen un

dificil tratamiento.?®*

Enfermedades de transmisién sexual

La dosis unica de varias fluoroquinolonas (ciprofloxacino, ofloxacino y
otras) es muy eficaz para tratar uretritis y cervicitis gonocdocica no complicada.
La aparicion y extension de resistencia a fluoroquinolonas en N. gonorrhoeae

esta limitando su uso en algunas areas.?'?

También se han usado para tratamiento de la enfermedad inflamatoria
pélvica, un sindrome producido por microorganismos entre los que se incluyen

algunos patégenos de transmision sexual como gonococos o Chlamydia.

Infecciones gastrointestinales y abdominales

Se han usado en las gastroenteritis que necesitaban un tratamiento
antibidtico, pero han surgido resistencias, sobre todo en Campylobacter.>*?*
Mas de la mitad de cepas de Campylobacter que se aislan en Espana son

resistente a quinolonas.

En pacientes con cirrosis el uso de norfloxacino o ciprofloxacino se ha

mostrado eficaz para prevenir la peritonitis bacteriana espontanea.’?
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Infecciones 6seas

La experiencia clinica y su seguridad, sobre todo ciprofloxacino, hacen
de las fluoroquinolonas uno de los mejores antibioticos para el tratamiento de la
osteomielitis cronica. Son de primera eleccion en las producidas por
enterobacterias, y alternativas en las producidas por P. aeruginosa 'y S. aureus,

debido a la aparicién de resistencias.?'®

Infecciones del tracto respiratorio

Las quinolonas tienen una excelente penetracion en los tejidos del
aparato respiratorio y alcanzan altas concentraciones tanto en el fluido epitelial
como en macréfagos alveolares.?® Actualmente, quinolonas como
levofloxacino y, sobre todo, moxifloxacino cubren la gran mayoria de los
posibles causantes de neumonia (neumococo, Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, y otros atipicos como especies de Legionella,

Mycoplasma pneumoniae y C. pneumoniae).

También han demostrado ser eficaces en la exacerbacion aguda de
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, la sinusitis aguda y la otitis externa

maligna causada por P. aeruginosa.

Infecciones sistémicas graves

En las bacteriemias, sobre todo las causadas por enterobacterias, el
tratamiento con ciprofloxacino y ofloxacino ha sido eficaz. Y en menor medida

en la causadas por P. aeruginosa. %*

En pacientes neutropénicos febriles, el uso de ciprofloxacino y
tobramicina resulté al menos tan seguro y eficaz como el uso de piperacilina y
tobramicina. ' Ciprofloxacino y ofloxacino son tratamiento de eleccién en la
fiebre tifoidea, aunque se han informado casos esporadicos de resistencia en
Salmonella typhi. Levofloxacino ha mostrado un buen resultado profilactico en

pacientes cancerosos tras el tratamiento de quimioterapia.*’
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1.1.7. Efectos adversos del uso de quinolonas

Debido a que la quinolonas actuan inhibiendo la sintesis de ADN en
bacterias mediante su union al complejo ADN-Topoisomerasa, se especuld con
la posibilidad de que estos farmacos pudiesen tener un efecto mutagénico
(sobre el material genético) en el ser humano. Esta hipétesis no ha sido
confirmada, sin embargo se conocen bien otra serie de efectos adversos

durante el tratamiento con quinolonas, o ciertas quinolonas.

Las reacciones adversas mas frecuentes son las alteraciones
gastrointestinales (10%), que se traducen en dolor abdominal, diarreas,
inapetencia y/o nauseas. Estas manifestaciones aparecen con menor

frecuencia cuando las quinolonas se administran por via parenteral.®’

Algunas quinolonas son capaces de interaccionar con receptores del
sistema nervioso central (SNC), como los GABAa.?* Se produce asi un efecto
neurotéxico que se manifiesta a través de mareos, insomnio, cefaleas,
ansiedad e, incluso, convulsiones. Estos sintomas pueden darse en el 1-7% de
los casos y el uso de quinolonas esta contraindicado en personas con lesiones
del sistema nervioso central. Estos efectos parecen estar relacionados con el
radical de C7.

Pueden aparecer manifestaciones cutaneas que pueden ser leves
(eritema) o mas graves como procesos de fotosensibilizacion. Esta
fototoxicidad se ha relacionado con el sustituyente en posicion C8. Cuando el
sustituyente de C8 es un halégeno y en las quinolonas con varios grupos fluor

este efecto aparece con mas frecuencia.”®'*®

Por ultimo, en estudios in vivo con animales y altas dosis de droga se
han observado procesos de artropatia y alteraciones en cartilagos en
crecimiento. El mecanismo exacto no se conoce. Ademas, estos efectos
presentan una minima incidencia, poca trascendencia clinica y son reversibles.
Con todos estos datos, la tendencia actual es que sea el clinico quien valore su

prescripcion en funcién del balance riesgo/beneficio.176
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1.2. Mecanismos de resistencia a quinolonas

La resistencia a quinolonas ha sido un problema desde la introduccion
del acido nalidixico en clinica hace mas de 40 anos. La quinolonas son
antimicrobianos potentes, lo cual permitié su éxito clinico y un amplio uso tanto
profilactico como terapéutico. Sin embargo, su uso indiscriminado ha llevado a
un aumento creciente de la resistencia a estos antimicrobianos mediante
diferentes mecanismos.'%®'®® En Ia Figura 11 se representan los porcentajes de
resistencia a quinolonas de las especies patdégenas mas importantes (datos de
hospitales de EE.UU., Espafia y Europa). La resistencia que presentan las
bacterias frente a este grupo de antimicrobianos es, en mayor o menor grado,

cruzada.

1.2.1. Modificaciones en las dianas moleculares (Topoisomerasas tipo Il)

La resistencia a quinolonas sucede comunmente mediante un
mecanismo de resistencia especifico por aparicion de mutaciones en las
topoisomerasas tipo |l (ADN girasa y Topoisomerasa IV). Mediante estudios de
sensibilidad e interaccion in vivo e in vitro entre las topoisomerasas y las
quinolonas se llego a la conclusidn de que la ADN girasa es la diana primaria
de las quinolonas en bacterias gramnegativas, como E. coli y Neisseria
gonorrhoeae, mientras que en organismos grampositivos como S. aureus o S.
pneumoniae 1o es la Topoisomerasa IV. %" Otros estudios indican que la
ADN girasa es la diana primaria en bacterias grampositivas para algunas

quinolonas. %242
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Figura 11. Porcentaje de resistencia a uprofloxacmo en diferentes especies bacterianas. A:
Porcentaje de resistencia en EE.UU. ®B: Porcentaje de resistencia en E. coli invasores
adquiridos en la comunidad durante el periodo 2001-2003 en Espana 'c Porcentaje de
resistencia de aislados invasores de Escherichia coli en Europa (datos de 2003 tomados de
European Antimicrobial Resistance Surveillance System, http://lwww.earss.rivm.nl/). BLEE:
productores de p-lactamasa de espectro extendido. SARM: Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (o vancomicina). ERV: enterococos resistentes a vancomicina. a:
enero-junio; b: julio-diciembre.
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Bacterias Gramnegativas
ADN girasa

En los estudios iniciales sobre mutaciones en gyrA relacionadas con la
resistencia a quinolonas se observd que éstas se concentran en una pequefia
region cercana al extremo 5°del gen, en la zona N-terminal de la proteina,
préxima al sitio activo del enzima que contiene la Tyr-122. Esta es una region
muy conservada en todos los genes gyrA de las distintas especies y es
conocida como QRDR (Quinolone-Resistance Determining Region) (Figura

12).2%” La mayoria de sustituciones en GyrA y GyrB se concentran en esta

region.

83
Escherichia coli ARVVGDVIGKYHPHGDVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQ
Klebsiella pneumoniae ARVVGDVIGKYHPHGDVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQ
Klebsiella oxytoca ARVVGDVIGKYHPHGDVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQ
Acinetobacter baumannii ARVVGDVIGKYHPHGDVYETIVRMAQDFSLRYLLVDGQ
Salmonella typhimurium ARVVGDVIGKYHPHGDVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQ
Campylobacter jejuni ARIVGAVIGRYHPHGDVYDALVRMAQDFSMRYPSITGQ
Shigella dysenteriae HGDVYDTIVR
Pseudomonas aeruginosa ARVVGDVIGKYHPHGD%iVYDTIVRMAQPFSLRYMLVDGQ
Aeromonas salmonicida ARVVGDVIGKYHPHGDVYDTIVRLAQDFSMRYMLVDGQ
Mycobacterium tuberculosis ARSVAETMGNYHPHGDSIYDSLVRMAQPWSMRYPLVDGQ
Staphylococcus aureus ARIVGDVMGKYHPHGDSIYEAMVRMAQDFSYRYPLVDGQ
Enterococcus faecalis ARIVGDVMGKYHPHGDIYESMVRMAQPFSYRAMLVDGH

Figura 12. Region que determina la resistencia a quinolonas (QRDR) en la subunidad GyrA
de la ADN girasa en 9 especies bacterianas diferentes.
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En E. coli la regiéon QRDR del gen gyrA comprende los nucleétidos 199-

318 que corresponde a los aminoacidos Ala-67 a GIn-106,%%’

mientras en GyrB
comprende la region Asp-426 a Lys-447.2%® Los puntos mas importantes que
favorecen la disminucion de la sensibilidad a quinolonas recaen sobre el codon
que codifica Ser en la posiciéon 83 y el codén que codifica Asp en la posicion 87
(Figura 12 y Tabla 4). 46:90.179.182:262287 ) 5 frecuencia de mutacién in vitro es
similar para GyrA y GyrB,'® mientras que in vivo esta frecuencia es mucho
mayor en GyrA. *®%2 También se han asociado con la resistencia otras
mutaciones (Tabla 4), sin embargo, éstas se observan a una frecuencia mucho

mas baja. "%

En E. coli, la sustitucion mas frecuente ocurre en la posicion Ser-83 con
la aparicién de una Leu, aunque también se ha observado el cambio a Trp, Ala
o Val. Cuando se produce esta sustitucidon tiene lugar un cambio en el perfil
hidrofobico de la region, lo cual puede producir un cambio conformacional. Los
cambios en esta posicion producen una disminucion de la uniéon de la
quinolona al complejo ADN-ADN girasa de hasta 60 veces y un nivel de
resistencia intermedio a fluoroquinolonas y elevado a acido nalidixico.?®'?%’
Mutaciones adicionales, generalmente en la posicidn Asp87 confieren una

mayor resistencia a fluoroquinolonas. 83224262

En la Tabla 4 se muestran otras mutaciones menos frecuentes
asociadas a resistencia a quinolonas. Diversos estudios sugieren que no todas
las mutaciones en GyrA o GyrB confieren el mismo nivel de resistencia a todas
la quinolonas, siendo los cambios en Ser-83 y Asp-87 los mas importantes.
3162155254287 Ademas, algunos cambios en la region QRDR pueden ser mas
importantes para la asociacion de GyrA y GyrB que para la actividad del
enzima.?®* Los cambios en la subunidad GyrB ocurren con menor frecuencia

en asociacion a la resistencia a quinolonas (Tabla 4).2%
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Tabla 4. Principales mutaciones en la ADN girasa y la Topoisomerasa IV en distintas especies patégenas.

E. coli K. pneumoniae A. baumannii | P. aeruginosa Salmonella spp. S. aureus
Ala67Pro
Ala51Val Asp72Gly
Ala67Ser Val73lle
Gly81Cys Gly81Val Gly81(Cys,Ser, His, Asp) Asp73Gly
g | YA Serss(ﬁjpizrg e Val) Ser83(Tyr, Phe) — Ser83(Leu, Trp, Phe) Thra3lle Se/;\gg(gl'zy(? 'ghﬁsrl\)la) Ser84§:rué4@Zi Phe)
9 Ala84‘(Pro,AIa), Asp87(Gly,Asn, Ala) Ala84Pro Asp87(Asn,Gly, His , Cys, Tyr) Asp87(Asn ély 1:yr Lys) Ser85Pro
= Asp87(Asn, Gly, Tyr, His, Val) Ala119Ser Leug8Val GIugs(Gly, Lys)
2 GIn106(His, Arg) Ala119(Ser, Glu, Val)
< Ala196Glu gl|a11g;(;lly
u a
Tyr420Cys Asp437Asn
oyB fspaaoasn Ser464Phe Arg437Leu Arg458Gin
4 Serd64(Tyr, Phe) Pro456Ser
Ala56Thr
Glysg(righlr_ys) -'rl};lrr56768||2r Ser80(Phe, Tyr)
parC Ser80(Ar’ lle) Ser80(lle, Arg) Ser80Leu Ser80(Leu, Trp) GIV78ADS Ser81Pro
= S er83|_%'u Glu84(Gly, Lys) Glu84Lys Glu84Lys Sersé ( Argp e) Glug4Lys
© ’
8 Glug4(Gly, Lys, Val) Glus4(Lys, Gly) Ala116(Pro, Glu)
EES Ala108Val
& Leu416Phe
2 lle444Phe Glu453Gly
© Leu445His Ser458Pro
'_
parE Ser458Thr His461Tyr fopasoaen
Glu460Asp Ala498Thr
lle464Phe Val512Gly
lle529Leu

Varios aminoacidos entre paréntesis indican que pueden ocurrir varias sustituciones diferentes asociadas a resistencia.

poJIu|
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Como resumen, el nivel de resistencia a quinolonas guarda una relacion
directa con el numero de mutaciones asociadas a resistencia. En bacterias
gramnegativas, los cambios aparecen en primer lugar en la diana primaria

(GyrA) y posteriormente en la diana secundaria (ParC).

Topoisomerasa IV

La Topoisomerasa IV es la diana secundaria de las quinolonas en
bacterias gramnegativas. Las mutaciones en ParC y ParE juegan un papel
importante en la adquisicién de altos niveles de resistencia."'"® Las
mutaciones mas frecuentes se muestran en la Tabla 4. La alta homologia entre
GyrA y ParC, y GyrB y ParE se ve reflejada en que la mutaciones asociadas a
resistencia se localizan en puntos homologos. Asi las posiciones 81, 83 y 87

en GyrA equivalen a las posiciones 78, 80 y 84 de ParC.'?

Del mismo modo que en E. coli, se han encontrado mutaciones en la
ADN girasa y la Topoisomerasa IV en las mismas posiciones o equivalentes en
otras especies de bacterias gramnegativas como A. baumannii®®' P.
aeruginosa,'® Salmonella sp.,”® Citrobacter freundii '®* o K. pneumoniae,*’ en

las cuales la ADN girasa parece ser igualmente la diana primaria.

Bacterias Grampositivas

Estudios realizados en S. aureus o S. pneumoniae han demostrado que
la diana primaria en bacterias grampositivas suele ser la Topoisomerasa |V, y
la ADN girasa ocupa el papel de diana secundaria. Las cepas con una
resistencia intermedia a quinolonas presentan mutaciones en parC, mientras
que cepas con alta resistencia tienen mutaciones adicionales en gyrA.>"'*° La
diferencia se debe a la distinta afinidad de las quinolonas sobre la

Topoisomerasa IV y la ADN girasa en bacterias grampositivas.'®

Con independencia que las bacterias sean grampositivas o
gramnegativas, parece que la determinacion de la diana primaria también
depende de la naturaleza de la quinolona, como apuntaron resultados de un

estudio en S. pneumoniae, donde ciprofloxacino, norfloxacino, levofloxacino y
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trovafloxacino tienen como diana primaria a la Topoisomerasa |V, mientras que

sparfloxacino y gatifloxacino tienen como diana primaria la ADN girasa.®* 1%

En este sentido se esta trabajando actualmente en nuevas quinolonas
que tengan la misma o similar afinidad por la ADN girasa y la Topoisomerasa
IV, ya que estas quinolonas forzarian a las bacterias a presentar alteraciones
en ambos enzimas para alcanzar el nivel de resistentes, hecho que ocurre a

frecuencias muy bajas (107*-107"° para fluoroquinolonas).?*?

Por ultimo mencionar que se ha notificado recientemente que mutantes
seleccionados in vitro con una expresion reducida de la Topoisomerasa IV en
S. aureus presentan un bajo nivel de resistencia a quinolonas. En este caso la
viabilidad celular fue posible gracias a mutaciones compensatorias, sin

reversion del fenotipo de resistencia.’®

1.2.2. Disminucién de la permeabilidad de membrana

Se ha demostrado que la disminucion de permeabilidad debido a la
pérdida o reduccidon del numero porinas, o su alteracion estructural, provoca

resistencia a los antimicrobianos.’®**°

Los mutantes en porinas que
disminuyen su expresion producen resistencia de bajo nivel, la cual aumenta si
el microorganismo adquiere o posee otros mecanismos como sistemas de
expulsion activa o un mecanismo especifico de resistencia. Se ha puesto de
manifiesto que la pérdida de estas porinas, en E. coli las porinas OmpF y
OmpC y en K. pneumoniae las porinas OmpK35 y OmpK36, contribuyen
escasamente a la resistencia a quinolonas en cepas altamente sensibles,
mientras que en cepas con alteraciones en las topoisomerasas y/o sistemas de
expulsion activa producen un incremento de 2-4 veces en el nivel de
resistencia. ¥'*” Ademas, la pérdida de porinas, al menos en K. pneumoniae,
se puede producir como consecuencia de la interrupcion del gen estructural

por secuencias de insercién.*

La alteracion de sistemas reguladores puede ocasionar la reduccion de

la expresion de porinas que afectan a la sensibilidad a quinolonas. Uno de los
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mejor caracterizados es el operdon mar (multiple antibiotic resistance) de E. coli,
y otras enterobacterias. Las alteraciones en el gen regulador marR producen la
activacién de marA lo cual aumenta la resistencia a tetraciclinas, cloranfenicol
y fluoroquinolonas. En estos mutantes se produce un incremento de micF, lo
que conlleva una disminucion en la transcripcion de ompF, y un aumento de la

expresion del sistema de expulsion activa AcrAB-TolC.3>169:170

En relacidon con el lipopolisacarido (LPS) de la pared celular, se han
descrito algunos mutantes resistentes a quinolonas con alteraciones en los
perfiles de LPS."? Sin embargo no esta clara su contribucién a la resistencia a

quinolonas.

1.2.3. Expresion o sobre-expresion de sistemas de expulsion activa

Los sistemas de multiresistencia (MDR, multidrug resistance) son
transportadores capaces de expulsar de forma relativamente inespecifica
sustratos no relacionados estructuralmente consumiendo, para ello, energia en
forma de ATP o procedente de la fuerza protdon motriz de protones. Estos
sistemas estan implicados tanto en resistencia intriseca como adquirida.
Ademas, el analisis de los genomas bacterianos secuenciados hasta ahora

parece indicar que estos sistemas son ubicuos y redundantes. !

En procariotas existen varias familias de estos transportadores MDR

(Figura 1 3):190,208,292

» Superfamilia ABC (ATP binding compound): Son transportadores
dependientes de la hidrdlisis de ATP cuyos sustratos mas habituales son

azucares, farmacos, aminoacidos,...

= Superfamilia MFS (major facilator superfamily): Estos son dependientes de
la fuerza motriz de protones, presentan 12 6 14 segmentos transmembrana

y varias subfamilias estan implicadas en el transporte de farmacos.
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Familia SMR (small multidrug resistance): Son una serie de pequefias
proteinas que contienen 4 segmentos transmembrana que, acoplados al

potencial de membrana, expulsan antimicrobianos y detergentes.

Familia MATE (multidrug and toxic compound extrusion). Sus proteinas

contienen 12 segmentos transmembrana y funcionan intercambiando

moléculas de sustrato por iones Na".

Familia RND (resistance-nodulation-division): La mayoria de los
transportadores MDR de gramnegativos caracterizados hasta ahora
pertenecen a esta familia, contribuyendo tanto a la resistencia intrinseca
como a la adquirida mediante su sobreexpresion.*® Se caracterizan por
poseer 12 segmentos transmembrana y estar acoplados al potencial de

membrana. 208227

Exterior celular

H+ H+ Na*
e R L AR L R P
el A
\/ Ul \/r/ |+ ADP+Pi
N ) Antimicrobianos r../\_)
Antimicrobianos Antimicrobianos Antimicrobianos ATP
MFS SMR MATE RND ABC

Citoplasma

Figura 13. Miembros representativos de las cinco familias caracterizadas de sistemas de
expulsién activa. H': protones; ATP: adenosil trifosfato; ADP+Pi: adenosil difosfato mas

un grupo fosfato. llustracion modificada de la referencia.'®
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Sistemas de Expulsién Activa RND

La regulacion de los principales sistemas de bombeo caracterizados en
gramnegativos  (AcrAB-TolC, Mtr-CDE, MexAB-OprM,...) es similar.?
Normalmente, su expresién esta regulada por la accidn de una proteina
represora local, y la aparicién de un fenotipo de multirresistencia se debe a
mutaciones en los genes reguladores locales."?'%?%® Recientemente se ha
demostrado que estos sistemas pueden estar también regulados por
activadores globales como Rob o SoxS.” También se han caracterizado

1

sistemas MDR regulados por activadores locales ' y por sistemas de

transduccion de sefiales de doble componente.’?

En gramnegativos la existencia de una membrana externa condiciona la
estructura de estos sistemas RND, ya que es necesario atravesar la membrana
citoplasmatica, el espacio periplasmico y la membrana externa. Estos sistemas
suelen estar constituidos por tres proteinas: una proteina transportadora
localizada en la membrana interna que esta acoplada al potencial de
membrana, una proteina de fusion de membranas y una proteina que forma un
canal en la membrana externa (Figura 14).?°" Estas proteinas suelen estar
codificadas por genes adyacentes que forman un operdn. Sin embargo, en
ocasiones el canal de expulsién puede transcribirse de modo independiente y
asociarse a mas de un sistema de bombeo, como es el caso de TolC de E.

coli, '® OprM de P. aeruginosa ?*® o MtrE de N. gonorrhoeae.?®

Membranaexterna

TolC Membrana externa [ \
TolC
U — 10
< . — <
< e ~ <
U [
AcrB
AcrB \ / Membrana interna

N Membranainterna

Figura 14. Mecanismo de accion de los sistemas de expulsién multicomponente en
bacterias gramnegativas (Sistema AcrAB-TolC). A la izquierda posicion de reposo. A la
derecha disposicion del sistema durante el transporte. En este modelo, la proteina de fusién
de membrana (AcrA) tendria como funcién poner en contacto las proteinas de la membrana
interna (AcrB) y externa (ToIC).227
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En la Tabla 5 se muestran los principales sistemas de expulsidén activa
que afectan a fluoroquinolonas. En E. coli, el sistema de expulsion activo
AcrAB-TolC juega un papel fundamental en la eliminacion de quinolonas y esta
regulado a varios niveles. Las mutaciones en acrR (un represor local de acrAB)
incrementan su actividad.?’° Por una via diferente, las mutaciones que
inactivan marR activan la expresion de acrAB y tolC, al tiempo que disminuye
la de ompF, disminuyendo la entrada de quinolonas y aumentando su
expulsion.>*® Otras bacterias entéricas parecen estar equipadas de modo
similar.*® P. aeruginosa posee al menos 6 sistemas de expulsidon activa
capaces de expulsar quinolonas y otros antimicrobianos. En S. maltophilia 'y A.
baumannii también existen sistemas similares.>™' Al ser sistemas no
especificos para la eliminaciéon de quinolonas, su activacién se puede producir
por otros compuestos como antimicrobianos diferentes a las quinolonas,

antisépticos o detergentes.?

Tabla 5. Algunos de los principales sistemas de expulsion activa que afectan
a la resistencia a fluoroquinolonas. *®

Slstgma de_ Familia Antimicrobiano Organismo
expulsion activa
Grampositivos
NorA MFS NOR, CIP S. aureus
NorB MFS NOR, CIP, MXF, SPX S. aureus
EmeA MFS NOR, CIP E. faecalis
LfrA MFS FQ M. smegmatis
LmrA ABC CIP,OFX L. lactis
Gramnegativos
MexAB-OprM
MexCD-OprJ .
MexEF-OprN RND FQ P. aeruginosa
MexXY-OprM
E. coli
Enterobacter spp.
AcrAB-ToIC RND FQ Kiebsiella spp.
S. enterica
(Typhimurium,
Enteritidis)
E. coli
AcrEF-TolC RND FQ S. enterica
Typhimurium
AcrAB-TolC RND CIP P. mirabilis
MdfA MFS FQ E. coli

NOR: norfloxacino; CIP:ciprofloxacino; MXF: moxifloxacino; SPX: esparfloxacino; OFX: ofloxacino,
FQ:fluoroquinolonas.
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En bacterias grampositivas, la resistencia a quinolonas de S. aureus
esta asociada al aumento en la expresion de norA, un transportador MFS.
Situaciones similares se encuentran en S. pneumoniae y otras bacterias

grampositivas. '°®

La alteracion de las dianas de las quinolonas (topoisomerasas tipo Il) y
la activacion de los sistemas de expulsién activa se encuentran a menudo
unidas en cepas clinicas resistentes. De este modo, en E. coli, las mutaciones
en gyrA no aumentan tanto la CMI de quinolonas en ausencia de AcrAB.""®
Incluso con este sistema funcional, una unica mutacién en gyrA solo produce
un modesto incremento en la resistencia (CMI de ciprofloxacino es <1ug/ml,
categoria sensible). S6lo con una segunda mutacién en gyrA o una mutacién
en parC se alcanza el nivel de resistencia (CMI de ciprofloxacino es >4ug/ml,

categoria clinica de resistente, seguin el CLSI). 34791

1.2.4. Resistencia a quinolonas mediada por plasmido

Durante un largo periodo de tiempo se pens6 que la resistencia a
quinolonas mediada por plasmidos transferibles no tenia lugar, al menos con
una frecuencia detectable, mientras que la resistencia plasmidica a otros
antimicrobianos habia aparecido en periodos mas cortos.?® En 1987 se notifico
una cepa de Shigella dysenteriae tipo 1 capaz de transferir resistencia a acido

nalidixico a través de plasmido,'®

que mas tarde fue desechada debido a
posibles problemas de aparicibn de mutantes resistentes a acido nalidixico
durante la seleccibn de los transconjugantes. Diversos trabajos han
cuestionado la ausencia o presencia de resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos,*® debido en parte a su naturaleza sintética, aunque es conocida la
existencia de otros inhibidores naturales de las topoisomerasas tipo Il desde
hace tiempo,'® e incluso la existencia de quinolonas naturales producidas por
algunas bacterias como P. aeruginosa participando en las vias de sefializaciéon

del quorum sensing."%*%°®

Posteriormente, se han llevado a cabo intentos para demostrar la

posibilidad de resistencia a quinolonas mediada por plasmidos mediante
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distintos modelos. Uno de ellos consistié en aumentar la cantidad de diana de
ADN girasa silvestre mediante su sobreexpresién en un vector plasmidico,
mientras otros intentos consistieron en la expresion del gen gyrA con
mutaciones de resistencia también desde un plasmido artificial. Ambos
modelos no han podido ser encontrados en cepas clinicas, y ademas, en
muchas especies, la presencia de una topoisomerasa mutada es recesiva

frente a la topoisomerasa silvestre original del microorganismo.”

La primera proteina codificada por plasmido que confiere resistencia a
quinolonas fue identificada en una K. pneumoniae aislada de una muestra de
orina en 1994 en Birmingham, Alabama (EE.UU.)."" Al gen que codifica esta
proteina se le denomin6 gnr (quinolone resistance) y, posteriormente, gnrA.
Este hallazgo ha abierto una nueva era en el estudio de la resistencia a

quinolonas.

Diseminacion de los genes gnr

El gen qnrA (y otros relacionados como veremos posteriormente) ha
sido identificado en especies de enterobacterias de areas no relacionadas de

Ameérica, Europa y Asia.

En un primer estudio, en 2003, qnrA fue detectado en el 1.4% de 350
aislados en bacterias gramnegativas de 18 paises y 24 estados de EE.UU."®
Un estudio posterior reveld una prevalencia del 11% en cepas de K
pneumoniae de seis estados de EE.UU. resistentes a ciprofloxacino.?”® gnrA se
ha identificado mas recientemente en 7 de 17 E. cloacae de sensibilidad
variable a quinolonas y en 2 de 20 K. pneumoniae sensibles a quinolonas en

cinco estados de EE.UU.?'®

En Asia qnrA se ha detectado en aislados de E. coli resistentes a
ciprofloxacino en Shanghai, China, con una prevalencia del 7.7% 2 y en
cepas de enterobacterias (E. coli, K. pneumoniae y E. sakazakii) que contenian

el gen blayes.1 desde Bangkok, Tailandia, con una prevalencia del 48%.2%
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También se ha identificado gnrA en cepas de E. coli en Korea y Salmonella

enterica serotipo Enteritidis en Hong Kong, China.*"2

El gen qnrA se ha identificado también en Europa en dos aislados de
enterobacterias (E. coli y E. cloacae) de un total de 449 resistentes a acido
nalidixico (0.5%) en Paris, Francia."* Otras identificaciones han tenido lugar
en Alemania (Enterobacter spp. y C. freundii), y Holanda (E. coli, Enterobacter
amnigenus, C freundii, K. pneumoniae y E. cloacae). "'*'® En Turquia y Egipto
también se ha identificado qnrA."®*?”° Recientemente, se ha informado en
Espafia por primera vez de cepas de enterobacterias en la que se ha

detectado el gen qnrA. 328

Como veremos posteriormente se han identificado otras proteinas
pentapeptidicas que confieren resistencia a quinolonas como son QnrS en
Japoén y QnrB en la India y EE.UU. #'° Muy recientemente se han identificado

las primeras cepas que contiene gnrS en Espafia. *

Todas las especies en las que se han identificado determinantes tipo qnr
han sido enterobacterias, a pesar que se han estudiado en otras bacterias
gramnegativas como P. aeruginosa y A. baumannii. Sin embargo, se ha
demostrado que la resistencia a quinolonas mediada por plasmidos que
contiene el gen gnrA puede transferirse, al menos en el laboratorio, a P.

aeruginosa mediante conjugacion. "

Asociacién de qnr con resistencia a p-lactamicos

La presencia de genes gnr se ha relacionado con la existencia de B-
lactamasas de expectro extendido (BLEEs) en el mismo plasmido como SHV-
5, SHV-7 y VEB-1.14164275 De este modo, por ejemplo, se ha visto que existe
una mayor prevalencia de qnrA en cepas resistentes a ceftazidima (24%) %'° o
en cepas que contienen blaves.; (48%).2°® También se ha relacionado la
presencia de gnrA con la de cefalosporinasas plasmidicas tales como blagox-s
en K. pneumoniae aisladas en EE.UU. ™' Ademas, QnrB también se ha

asociado con SHV-12 y CTX-M-15.""° Esta correlacién puede explicar en parte
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la alta corresistencia que existe a fluoroquinolonas y cefalosporinas de

expectro extendido en enterobacterias. '°

Proteinas de la familia Qnr

La proteina QnrA es un polipéptido de 218 aminoacidos que protege a la
ADN girasa y a la Topoisomerasa IV de la accién de la quinolonas.?*%%%
Pertenece a la familia de los pentapéptidos repetidos que se caracteriza por la
presencia de repeticiones en tandem de la secuencia A(D/N)LXX, donde X es
cualquier aminoacido, y presenta una estructura idonea para la interaccidn
entre proteinas.” En el caso de QnrA la secuencia consenso que se repite
seria A/ICD/NL/FXX.?*® Se ha descrito un segundo alelo de gnrA, denominado
QnrA2, identificado en una cepa de K. oxytoca en China (numero de acceso en
GeneBank AY675584) que se diferencia en cuatro aminoacidos con la

secuencia de la proteina QnrA1.

Recientemente se han descrito dos nuevas proteinas Qnr relacionadas
con QnrA. QnrB se ha identificado en C. koseri, E. coli, E. cloacae y K.
pneumoniae en EE.UU. y la India. En alguno de estos aislados se detecté al

mismo tiempo la presencia de QnrA.""°

Otro representante es QnrS identificado
en una cepa de S. flexneri de Japén.®® QnrB y QnrS son también
pentapéptidos y comparten un 41% y un 60% de identidad aminoacidica con

QnrA, respectivamente.

Respecto al modo de accion de estas proteinas Qnr, solo se ha
estudiado el caso de QnrA. Con los datos actuales parece que QnrA es capaz
de unirse a las subunidades GyrA y GyrB de la ADN girasa en una fase
temprana en la interaccion entre ADN y ADN girasa. Esto disminuye la
cantidad de ADN girasa que es capaz de unirse al ADN, de modo que QnrA es
capaz de reducir la cantidad de holoenzima-ADN que es la diana de las
quinolonas.?*%%? Sy accion sobre la Topoisomerasa IV seria similar.?®' Otras
proteinas pentapéptidicas, como veremos posteriormente, con las que Qnr
comparte cierta homologia son McbG (19.6%) y MfpA (18.9%).
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Nivel de resistencia conferido por Qnr

QnrA por si solo confiere resistencia a acido nalidixico, pero no a
fluoroquinolonas de acuerdo a las normas del CLSI.?" Los transconjugantes
en E. coli J53 que contienen qnrA, presentan una CMI de fluoroquinolonas
entre 0.125-2 pg/ml, produciéndose un incremento de hasta 250 veces

respecto a la del receptor sin plasmido.

Por otro lado, se ha descrito un efecto aditivo de la resistencia
ocasionada por QnrA y otros mecanismos como mutaciones en las
topoisomerasas, ausencia de porinas o expresion de sistemas de expulsion
activa.’® Asi, la expresion de gnrA en una cepa deficiente en porinas produce
un aumento en la resistencia a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino de
de 8 a 32 veces, alcanzandose CMIs de 4-8 ug/ml."*® Otro hecho importante es
que la expresion de qnrA potencia la seleccion de resistencia a quinolonas al

disminuir la sensibilidad.

Del mismo modo que QnrA, QnrB y QnrS proporcionan resistencia a

4cido nalidixico pero no a fluoroquinolonas.?*°

Movilidad genética

El gen qnrA se ha localizado en plasmidos conjugativos que varian entre
54kb y mas de 180kb. Los plasmidos que codifican gnrA suelen conferir
resistencia a pB-lactdmicos, aminoglucésidos, cloranfenicol, rifampicina,

sulfamidas, tetraciclina o trimetroprim. 09:144.151:206.216.273,275

A parte de su movilidad plasmidica, qnrA se ha encontrado en
integrones de clase 1 tipo In6-In7. gnrA se ha localizado corriente abajo del
gen orf513 que constituye un elemento CR1 con su correspondiente sitio de

recombinacién. Ademas, qnrA carece de elemento de 59pb o sitio
attC 144,250,273,275
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El entorno genético de gnrB es actualmente desconocido. EI gen gnrS
descrito no forma parte de un integron de clase 1. Se encuentra adyacente a

un transposén Tn3 que contiene el gen de la B-lactamasa blatem-1.2°

Sefalar que recientemente se ha notificado la descripcidn de un
plasmido de multirresistencia a antimicrobianos aislado de bacterias de la
comunidad de una planta de tratamiento de aguas residuales que contiene
diversos determinantes de resistencia, entre ellos un sistema de transporte
multidroga capaz de conferir resistencia a &acido nalidixico y a bajas
concentraciones de norfloxacino.?*® Hasta la fecha no se han publicado datos

sobre la relevancia clinica de este mecanismo.

Por ultimo, a finales de 2005 se ha publicado la modificacion de una
acetiltransferasa de aminoglucésidos (AAC(6°)-1b) capaz de afectar la actividad
de ciprofloxacino mediante N-acetilacion del nitrdgeno del grupo piperazinil. El
gen de este enzima se ha localizado en plasmidos, al igual que qnrA, y
confiere bajo nivel de resistencia a quinolonas (un aumento de la CMI de

ciprofloxacino de 3 veces).?"’

1.2.5. Relacién entre laresistencia a quinolonas y otros
antimicrobianos

Existen numerosos trabajos en los que se pone de manifiesto la relacion

estadistica entre resistencia a quinolonas y p-lactamicos.'®?*® En

enterobacterias, E. coliy K. pneumoniae, las cepas resistentes a p-lactamicos

productoras de p-lactamasas de expectro extendido (BLEE) son tratadas

7

eficazmente con quinolonas.”” Sin embargo, estudios recientes han

demostrado que el 40-45% de estos aislados resistentes a B-lactamicos lo son

también a  quinolonas."%2%

Los factores microbiologicos y
clinicos/epidemioldgicos que determinan esta asociacion son poco conocidos.
Martinez-Martinez L. y col. observaron que en cepas clinicas de K
pneumoniae la pérdida de porinas y la sobrexpresiéon de sistemas de expulsion
activa ocurria con mayor frecuencia en cepas productoras de BLEE.'®

Lautenbach E. y col. realizaron un estudio en el que analizé la epidemiologia
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de la resistencia a quinolonas en cepas de E. coli y K. pneumoniae productoras
de BLEE. Encontraron tres factores de riesgos principales asociados a la
resistencia a quinolonas: el uso de quinolonas, residencia en el hospital largo
tiempo y uso de aminoglucdésidos. Segun estos resultados el uso de quinolonas
(como era de esperar) y de aminoglucésidos favorecen la aparicion de
resistencia a quinolonas.'”” A parte de la seleccién de resistencia en
tratamiento con quinolonas sobre cepas resistentes a p-lactamicos poco se
sabe del vinculo genético de la resistencia a los dos principales grupos de
antimicrobianos de uso terapéutico, las quinolonas y los B-lactamicos. En un
trabajo reciente se vincula el tratamiento con fluoroquinolonas como factor de
riesgo en la infeccion o colonizacion con cepas productoras de B-lactamasas
de tipo SHV o TEM. 28

1.3. Elementos genéticos moviles implicados en resistencia a
antimicrobianos

1.3.1. Plasmidos

Los plasmidos son importantes agentes para la diseminacion de genes
entre bacterias. Aunque la informacion genética entre bacterias pueden
transferirse mediante procesos naturales de transformacion (tras la liberacion
del ADN por lisis del hospedador) o transduccion (por empaquetamiento del
ADN sobre particulas de bacteriofagos), muchos plasmidos (denominados
autotransmisibles o conjugativos) son capaces de transferir esta informacién
mediante el proceso de conjugacién, en el que la maquinaria necesaria es
aportada por el propio plasmido. Algunos plasmidos, denominados
movilizables no se transfieren por si mismos, pero pueden hacerlo
aprovechando la maquinaria de los plasmidos conjugativos que puedan existir

en el mismo organismo.

Un porcentaje importante de la resistencia antibiotica en cepas clinicas
se debe a plasmidos de resistencia (plasmidos-R),™* llamados asi porque
contienen uno o mas determinantes especificos para la resistencia a

antimicrobianos. Obviamente, estos plasmidos existen desde la era pre-
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antibiética como reservorio en pequenas poblaciones, pero han emergido en
relativamente poco tiempo tras la introduccidn en clinica de los agentes
antimicrobianos. Un claro ejemplo es la resistencia a B-lactamicos en bacterias
gramnegativas, donde el principal mecanismo de resistencia son las -
lactamasas que hidrolizan en anillo B-lactamico. Aunque los genes bla de las [3-
lactamasas pueden tener una localizacion cromosdémica, son mucho mas

frecuentes en plasmidos conjugativos.™

Otra caracteristica importante de los plasmidos conjugativos es su
promiscuidad de especie, su transferencia no esta confinada unicamente

dentro de la misma especie o en especies cercanas.?’193231:253

1.3.2. Secuencias de insercion

Las secuencias de insercion (IS) bacterianas fueron inicialmente
identificadas durante estudios de sistemas genéticos por su capacidad para
generar mutaciones como resultado de su actividad de translocacién. Su
implicacidon en resistencia antibidtica y su localizacion en plasmidos
transmisibles horizontalmente ponen de manifiesto su importancia en la
diseminacion y adquisiciéon de genes de resistencia. Ademas, ciertas familias
de IS que flanquean un ADN pueden actuar conjuntamente en la movilizacién
de esta regién constituyendo un Transposén Compuesto.” Se ha demostrado
la asociacion de las IS y diversas actividades patogénicas y de virulencia en
diferentes géneros bacterianos como Bacillus, Bordetella, Brucella,
Campylobacter, Clostridium, Escherichia, Haemophilus, Neisseria, Vibrio,
Yersinia, Erwinia, Pseudomonas, etc. Son elementos importantes para la
adquisicion de funciones accesorias, procesos de reordenamiento

cromosémico o integracion plasmidica.’" '

En cuanto a su estructura, ademas de ser pequefias son genéticamente
compactas (Figura 15). Aunque existen algunas excepciones, la mayoria de
ISs exhiben es sus extremos cortas repeticiones terminales invertidas (IR) de
entre 10-40 pb. Estas IR presentan una regién de unién a la transposasa y otra

que incluye los nucledtidos implicados en la rotura del ADN durante la
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transposicion.*®'"3'*% Los promotores endégenos para la transposasa suelen
localizarse parcialmente dentro de la IR corriente arriba del gen de la
transposasa. Esta organizacidn se cree que proporciona un mecanismo de

autorregulacion para la expresion de la propia transposasa.’*

IRL IRR

Promotor
|—>
——xvz ] > [xvz ———

HINN= =[]

Transposasa

Figura 15. Organizacion de una secuencia de insercion (IS). Las repeticiones
invertidas se representan mediante cajas grises. XYZ representa la repeticiones
directas originadas en la secuencia diana tras el mecanismo de inserciéon. Domino I:
diana de accion de la transposasa. Dominio Il: secuencia de unién de la transposasa.

La transposasa, localizada entre ambas IRs, presenta el dominio de
uniéon al ADN en su region N-terminal, mientras que el dominio catalitico se
encuentra cercano al extremo C-terminal.'*%?°! La interpretacion funcional de
este ordenamiento es que es posible la interaccién de la proteina naciente con
su secuencia diana sobre la IS, acoplandose expresion y actividad, ademas de

favorecer la actividad de la proteina en cis. '’

Otra caracteristica de las ISs es que, tras su insercidn, la mayoria de
ellas generan secuencias de repeticion directa (DR) de la diana de ADN que
flanquea la IS (Figura 15). Su longitud es de 2-14 pb y es caracteristica de
cada IS en particular. De este modo es posible determinar movimientos de

estos elementos.

Por ultimo debe destacarse que, aparte de su implicacion en la
adquisicién y diseminacion de genes, las ISs pueden activar la expresion de
genes externos vecinos. Los elementos 1S1, IS2 e IS5 poseen en las IRs una
caja -35, de modo que si tras el proceso de transposicion se encuentra en el

sentido y la distancia correcta a una caja -10 previa se pueden formar nuevos
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promotores que dirigen la expresién de genes adyacentes.'?®'*® También
existen ejemplos de ISs que interrumpen genes estructurales o reguladores,
promoviendo de este modo un cambio de fenotipo como el incremento de

resistencia a un grupo antimicrobiano.**

La actividad de transposiciéon se mantiene generalmente a bajo nivel. Se
cree que ello es debido a que una alta actividad tendria un efecto mutagénico
negativo de reordenamiento del genoma, que iria en detrimento del
hospedador.® Por este mismo hecho, los promotores para la transposasa son
débiles y estan localizados en las IRs, posibilitando la regulacion de la

expresion por la propia union de la transposasa.

1.3.3. Transposones

Los transposones compuestos son elementos genéticos capaces de
movilizarse por si mismos de un punto a otro del cromosoma bacteriano o a
plasmidos. Este movimiento o realizan mediante un tipo de recombinacion
especifica denominado transposicién en el que puede quedar una copia del
transposon en el sitio original (mediante una replicacion previa) o no. Estos
elementos conllevan reordenaciones en los genomas como inversiones o
delecciones. Hay que sefialar que estos elementos no son, normalmente,
replicativos por si mismos sino que son integrantes de los genomas, aportando

plasticidad genética sobre la que actuan mecanismos evolutivos.™®

Los transposones compuestos presentan un tamanio bastante mayor
que las ISs, de entre 2-50 kb. Normalmente estan flanqueados por sendas
copias de ISs casi idénticas o de la misma familia. La movilidad es debida a las
transposasas de estas ISs. En la regidn central del transposon se situa los
genes movilizados por esta estructura y que no estan implicados en el
mecanismo de transposicidon (como, por ejemplo, genes de resistencia a
medicamentos, genes de virulencia, etc.). En estos elementos las ISs pueden

presentar la misma orientacion o una orientacion inversa.'?'
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Existe un tipo especial de transposones, denominados transposones
conjugativos, que combinan las caracteristicas de los transposones, plasmidos
y bacteriéfagos. Estos pueden escindirse e integrarse en el ADN aunque por
un mecanismo diferente al que lo hacen transposones clasicos como Tn5 o
Tn10. La transposicion la realizan a través de un intermediario circular
covalentemente cerrado formado mediante la accién de una integrasa y una
escisionasa. Este ADN es capaz de transferirse por si mismo de una célula a
otra por un proceso similar al de los plasmidos conjugativos. Al final del
proceso tanto el donador como el receptor poseen una copia de este elemento

completo. *°

Existe una gran variedad de estos elementos implicados en resistencia a
antimicrobianos tanto en bacterias grampositivas como bacterias
gramnegativas, que incluyen resistencia a p-lactamicos, glucopéptidos,

tetraciclinas, macrolidos, cloranfenicol, sulfamidas, etc.>

1.3.4. Integrones

Los integrones se definen como elementos genéticos dinamicos, en los
que por un mecanismo de recombinacién especifica de sitio se acumulan una
combinacién de genes estructurales organizados como un operdn. Estos
genes son mayoritariamente genes de resistencia a antimicrobianos. Este
dinamismo se refiere a la capacidad de los genes estructurales para escindirse
en forma de circulos auténomos no replicativos y la capacidad al mismo tiempo

de éstos para incorporarse en un integron diferente.

Los integrones se han diseminado ampliamente dentro de la familia de
las Enterobacterias y otras bacterias gramnegativas, como Vibrio cholerae o
Pseudomonas aeruginosa.??°??'2"® Recientemente también se han identificado

en bacterias grampositivas (Corynebacterium glutamicum)."®®

La actividad de los integrones esta dirigida por la integrasa. Esta enzima
cataliza la recombinacidon especifica de sitio entre dos secuencia cortas de

ADN que son las dianas attl y attC, o bien dos sitios attfC. Los integrones
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relacionados con resistencia antimicrobiana se definen segun la secuencia de
su integrasa en cuatro clases diferentes, aunque los mas comunes son los de
clase 1 en aislamientos de tipo clinico.?'®??* Estructuralmente, los integrones
se dividen en tres regiones: una region constante en el extremo 5 (5°CS) que
contiene la integrasa y los promotores de ésta (Piy) y de los genes
estructurales (Pant, Y eventualmente P,); una region central variable que
contiene los genes estructurales (normalmente de 1 a 4) y separada de 5°CS
por el sitio de recombinacion aftl/ (de unos 65 pb). Los genes estructurales
estan separados unos de otros por el elemento de 59pb (cuya longitud es
variable), el cual proporciona la diana attC para el proceso de recombinacion
especifica de sitio llevado a cabo por la integrasa en la escision o adquisicidon
de genes estructurales; y finalmente existe una region constante en el extremo
3" (3'CS) que consiste de un gen de resistencia a sulfamidas (su/7) y un
fragmento de un gen de resistencia a compuestos de amonio cuaternario
(qacEA1) (Figura 16).2%

Los genes estructurales, generalmente, no contienen promotores
propios y se transcriben usando el promotor proporcionado por el integron
como un ARN mensajero policistronico. Los genes mas distales al promotor

41

muestran una menor tasa de transcripcion.” Muchos integrones se han

9,259

localizado dentro de otros elementos genéticos como plasmidos o]

transposones.'®’

Aunque la mayoria de integrones de clase 1 tienen esta estructura, se
han descrito integrones inusuales pertenecientes a esta clase como son los de
tipo In6 e In7.%> A estos integrones se les ha denominado integrones
compuestos, porque contienen una segunda copia de la regién 3°CS. Estos
integrones contienen una regién comun localizada entre las dos repeticiones
3°CS que incluye una proteina con presumible actividad recombinasa (Orf513).
En la Figura 16 se representan esquematicamente distintas estructuras de
integrones de clase 1 y la adquisicion de genes estructurales por parte de

éstos.
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Otra estructura relacionada con los integrones es la de los super-
integrones. Estos se localizan normalmente a nivel del cromosoma bacteriano
y codifican genes con una amplia variedad de funciones (pueden contener mas
de 100 genes). Son estructuras muy antiguas y se especula con la posibilidad
que en ellos este el origen de los actuales integrones asociados casi

exclusivamente a resistencia antimicrobiana.®%8?

attC1 attC2

A Int1 g | | qacEAT  sult
S ==
5CS iGenes estructurales 3'CS
attl1
Gen estructural
attC1 attICZ at'ltC3
Int1_ g | | | qacEAT sult
e e T
5CS i Genes estructurales 3'CS
attl1
B

atfC2  attC3
Int1 nt at;tC1 5 i qacEAL sull orf513 gacE4l sull
ii. o——=1 A— [ — H JA—[— |

5°CS tiﬂfenes estructurales 3'CS1 3'CS2
a

[——]
bIaCTX-M-Q’
dfrAl10, gnrA...
Figura 16. Estructura de los integrones de clase 1. A: Se representa esquematicamente el proceso
de adquisicion o escision de genes de resistencia. B: Se representa la estructura de un integron de
clase 1 compuesto caracterizado por la repeticion de dos regiones conservadas 3'-CS y la
incorporacion de un elemento CR (orf513).
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Los genes de resistencia a antimicrobianos encontrados en integrones
abarcan genes de resistencia a aminoglucésidos (aadA, aadB,...), genes de
resistencia a p-lactamicos (oxacilinasas y carbapenemasas), resistencia a
cloranfenicol (cat, cmlA), resistencia a trimetoprim (dfrA, dfrB), resistencia a
estreptomicina, rifampicina, eritromicina. 2> Y, por supuesto, la resistencia a

quinolonas mediada por plasmido (qnrA).

1.4. Familia de las proteinas de pentapéptidos repetidos

1.4.1. Estructuray distribucién de las proteinas de pentapéptidos
repetidos en bacterias

La primera proteina con repeticiones pentapeptidicas descrita fue HglK

21

de Cyanobacterium anabaena “'. De la secuencia completa de la cepa

PCC6803 de Cyanobacterium synechocystis '°

se obtuvieron 16 proteinas
diferentes con un alto numero de repeticiones pentapeptidicas. La
caracteristica mas importante de estas repeticiones es su regularidad. Las
repeticiones se encuentran de 13 a 60 copias en la secuencia de la proteina

(Tabla 6), y, normalmente, no existen interrupciones de su periodicidad.'

Al alinear 352 repeticiones pentapeptidicas individuales se pudo obtener
la frecuencia de cada aminoacido en cada una de las 5 posiciones del
pentapéptido (Tabla 7). Estas posiciones no estan completamente
conservadas, pero la secuencia consenso se puede expresar como A(N/D)L*X,
donde X es cualquier aminoacido, el asterisco denota un aminoacido polar y la
segunda posicion puede ser asparagina o acido aspartico.” Nunca aparece
una prolina en las posiciones 1-3, lo cual sugiere que estos residuos pueden

estar implicados en la formacién de puentes de hidréogeno.

Existen diferentes predicciones sobre la estructura tridimensional de
estas proteinas. Todos ellos coinciden en una estructura superhelicoidal. Uno
de estos modelos consistiria en que las repeticiones pentapeptidicas formarian
B-hélices paralelas. Cada pentapéptido forma una cadena [ y tres
pentapéptidos constituyen un giro en la B-hélice. En la Figura 17 se muestra

una representacion de la estructura en f-hélice esperada para los
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pentapéptidos repetidos, donde cada triangulo forma un lado de la seccién

triangular de la hélice."

Tabla 6. Algunas proteinas que contienen repeticiones pentaméricas.

Nombre del gen Longitud en N° de repeticiones® N° de acceso*
aminoacidos

SLR0516 166 22(66%) Q55837
SLRO719 388 19(24%) Q55201
SLR0967 150 19(63%) P72857
SLR1152 331 44(66%) P74221
SLLO183 259 18(35%) Q55773
SLL0274 196 20(51%) P74392
SLL0301 169 20(65%) Q55531
SLL0414 286 24(42%) Q55112
SLLO577 169 22(65%) Q74725
yisX 212 35(83%) Q06733
YYBG_BACSU 279 22(40%) P37497
YJCF_ECOLI 430 42(49%) P32704
MCBG_ECOLI 187 29(78%) P05530
Q52118 295 43(73%) Q52118

?Entre paréntesis se expresa el porcentaje de aminoacidos que forman parte de las repeticiones pentapeptidicas
respecto al total de la proteina.
* En la base de datos de TrEMBL (http://www.expasy.org/sprot/)

Figura 17. Modelo estructural en p-hélice
de las proteinas con repeticiones
pentameéricas.
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Tabla 7. Composicion aminoacidica de las repeticiones pentapeptidicas.

Aminoéacido 1 | 5 POS;Cién 2 | 5
A 68.5 0.9 2.0 5.1 3.4
C 2.3 0.9 14 0.6 0
D 0 27.8 0 2.8 6.8
E 0.3 2.3 0 6.5 10.5
F 0.6 2.6 13.4 1.4 1.7
G 1.1 0 0.3 2.6 36.4
H 0 1.1 0 2.3 2.6
I 2.6 4.3 14 4.5 0
K 0.3 3.7 0 4.5 5.1
L 1.1 34 75.0 1.4 1.4
M 0.6 0.3 4.2 1.4 0
N 38.4 0 54 7.1
P 0 0 0.6 0.3
Q 0.3 1.1 0 6.8 5.4
R 0.6 34 0 14.2 11.6
S 6.0 34 0 17.3 2.6
T 8.0 2.8 0.6 16.2 0.3
\Y 8.0 1.4 1.7 3.1 0
W 0 0 0 0.6 1.7
Y 0 2.2 0 2.5 3.1

Se muestra el porcentaje de cada aminoacido en cada una de las cinco posiciones del pentapéptido.

Los residuos mas comunes (>5%) se muestran en negrita.

Funcién y localizacién subcelular de las proteinas de pentapéptidos

repetidos.

No esta clara la funcidn de estas proteinas. Sin embargo, el gran

nuamero de las mismas en Cianobacteriaceae sugiere que podrian estar

implicadas en funciones metabdlicas especificas de estas bacterias, tales

como la fijacién de nitrégeno o la fotosintesis. Dado la regularidad de las

repeticiones pentapeptidicas y su probable carencia de asas extendidas, es

poco probable que tengan una funcién enzimatica.

15,98,285
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1.4.2. Proteina pentapeptidica McbG

La microcinas son antibidéticos de bajo peso molecular producidas y
excretadas por enterobacterias.'® La microcina B17 es un péptido de 3.1-kDa
modificado postrascripcionalmente producido por las cepas de E. coli que
contienen un operén plasmidico formado por 7 genes (mcbABCDEFG),”" el
primero de los cuales esta implicado en la sintesis de la microcina B17.2% Las
proteinas McbBCD producen modificaciones postraduccionales en las serinas
y cisteinas de McbA, mientras que las proteinas McbEFG estan implicadas en
el transporte e inmunidad frente a la microcina.®® El efecto de la microcina B17
sobre las cepas sensibles de E. coli incluye inhibicion del crecimiento,
disminucion de la replicacién de ADN e induccion de la respuesta SOS.%
Heddle J.G. y col. ® han demostrado que la microcina B17 es un inhibidor
natural de la ADN girasa; aunque la microcina B17 no tiene un efecto
detectable en el enrollamiento y relajacién del ADN por parte de la ADN girasa
in vitro y es incapaz de estabilizar el complejo ADN-ADN girasa en ausencia de
nucledtidos. En presencia de ATP esta toxina estabiliza dicho complejo de
modo similar a las quinolonas. Prueba de ello es que ciertos cambios en la
ADN girasa que confieren resistencia a quinolonas producen resistencia

cruzada a microcina B17.

La inmunidad se produce gracias a 3 genes: mcbE y mcbF que
sintetizan un transportador capaz de expulsar a la microcina B17 de la célula, y
mcbG que codifica un componente que protege a las bacterias que sintetizan
microcina B17 de su propia accidén, bloqueando la inhibicion de la ADN
girasa.68 Ademas, un plasmido que lleve el operén completo o un vector que
exprese solo el gen mecbG produce una disminucion en la sensibilidad a

quinolonas de 2-8 veces. 2%

En un trabajo publicado recientemente, se muestra que la accién de la
microcina B17 sobre la ADN girasa requiere que ésta esté unida a un
fragmento de ADN de al menos 150 pb. Estos autores proponen que el modo
de accidén de la microcina B17 requiere de un ADN lo suficientemente largo

para permitir el transporte de un segmento de ADN a través del hueco creado
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en el ADN por el enzima. En este modelo se propone que la microcina B17 se

uniria al dominio carboxilo terminal de la subunidad GyrB."*

En relacién con la activacion del sistema SOS por parte de la microcina
B17, se ha publicado que quinolonas como ciprofloxacino inducen dicho
sistema, lo cual parece que promueve la diseminacion horizontal de genes de

resistencia a antimicrobianos.'’

1.4.3. Proteina pentapeptidica MfpA

A través de estudios de identificacion de bombas de expulsion activa en
Mycobacterium smegmatis que confiriesen resistencia fluoroquinolonas
hidrofdbicas, se descubridé la existencia en esta especie de una proteina
pentapetidica, similar a McbG, que confiere sensibilidad disminuida a
fluoroquinolonas como ciprofloxacino o esparfloxacino y a la que se denomind
MfpA."®® Esta proteina, sin embargo, no confiere resistencia a acido nalidixico
u otros antimicrobianos transportados por bombas de expulsién activa. No se
conoce por qué MfpA no afecta a la sensibilidad a acido nalidixico. Los
plasmidos que codifican MfpA incrementan la resistencia a ciprofloxacino hasta
4 veces, mientras que la inactivacion de dicho gen del cromosoma de M.
smegmatis hace disminuir la CMI de ciprofloxacino 4 veces. El mecanismo a
través del cual MfpA ejerce este efecto no esta claro, pero se ha demostrado
mediante ensayos de acumulacién de ciprofloxacino marcado con %C que no
esta implicado en un mecanismo de expulsién activa.”®® Recientemente, la
determinacion de la estructura tridimensional de MfpA ha revelado que esta
proteina exhibe un tamafo, curvatura y caracteristicas electrostaticas similares
a la forma B del ADN.®® De este modo, la mimetizacion del ADN explicaria
tanto la inhibicion de la ADN girasa como la resistencia a fluoroquinolonas

resultante de la expresion de la proteina in vivo.

Estas dos proteina pentapeptidicas, McbG y MfpA, comparten 19.6% y
18.9% de homologia en su secuencia proteica con QnrA, lo que da idea de la

variabilidad de las secuencias proteicas dentro de esta familia.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
E HIPOTESIS DE TRABAJO

Las quinolonas se usan ampliamente en la practica clinica y forman uno
de los grupos de antimicrobianos con mayor espectro de accion, ademas de
poseer caracteristicas farmacocinéticas y de tolerancia muy favorables. Las
quinolonas son antimicrobianos potentes, lo cual ha permitido su éxito clinico y
un amplio uso tanto profilactico como terapéutico. Sin embargo, su empleo
indiscriminado ha traido consigo un aumento creciente de la resistencia frente a
estos antimicrobianos mediante diferentes mecanismos desde su introduccion

en la practica clinica.

La multirresistencia en la familia Enterobacteriaceae es un fendbmeno en
expansion en todo el mundo y esta incrementado tanto en humanos como en el
ambito veterinario, alcanzandose tasas del 15-20% para acido nalidixico y e

incluso superiores al 10% en el caso de las fluoroquinolonas.

Hasta hace pocos afos, los principales mecanismos implicados en este
tipo de resistencia han sido dos (ambos mediados por elementos
cromosomicos): alteraciones en las dianas de las quinolonas y disminucion en

la acumulacién del antimicrobiano en el interior bacteriano por
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impermeabilizacidn de la membrana o por expresion de sistemas de expulsion

activa.

En 1998, se describié por primera vez resistencia a quinolonas
transmisible horizontalmente mediante un plasmido conjugativo. La
diseminacion horizontal de mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas abre
la posibilidad de una rapida expansibn de la resistencia a estos
antimicrobianos, tanto en patégenos de animales como humanos, mas aun con

el extenso uso que se hace de las mismas.

El trabajo de investigacion recogido en la presente Tesis Doctoral tiene
como finalidad determinar la relevancia clinica de la aparicion de este nuevo
mecanismo de resistencia a quinolonas. Para conseguir estos resultados se

establecieron los siguientes objetivos:

= Evaluacion de la prevalencia de los genes implicados en la
resistencia a quinolonas mediada por plasmido en cepas clinicas

de la familia Enterobacteriaceae.

» Estudio de la relacion epidemiolégica entre las cepas aisladas
que expresan resistencia a quinolonas mediada por plasmidos
mediante la utilizacién de pruebas genotipicas como REP-PCR o
PFGE.

» Estudio de la movilidad genética (transferencia horizontal de la
informacion) de los genes de resistencia a quinolonas mediada

por plasmido mediante ensayos de conjugacion.

= Determinacion de la sensibilidad a quinolonas y a otros
antimicrobianos tanto en las cepas clinicas que contienen este
mecanismo de resistencia como en los transconjugantes

obtenidos a partir de ellas.

» Analisis de las estructuras genéticas que albergan los genes

responsables de este mecanismo de resistencia.
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Estudio del efecto de los niveles de expresion del gen gnrA sobre
los niveles de sensibilidad a diferentes quinolonas (ciprofloxacino

y moxifloxacino).

Determinacion de los reservorios naturales para este mecanismo
de resistencia mediante el analisis de diferentes familias de

bacterias gramnegativas.

Evaluacion del impacto de este mecanismo de resistencia
mediado por qnrA en la deteccidn de resistencia a quinolonas
mediante distintos sistemas automaticos de sensibilidad

antimicrobiana.

Estudiar en un modelo de neumonia experimental en ratones la
actividad de ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino frente a
dos cepas isogénicas de Klebsiella pneumoniae productora y no

productora de QnrA.
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3. MATERIAL

3.1. Microorganismos y vectores

Se estudiaron diversas colecciones de aislados clinicos de
enterobacterias para establecer la prevalencia de genes qnr que incluyeron
especies de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae,
Enterobacter agglomerans, Proteus mirabilis, Citrobacter freundii y Citrobacter
youngae, procedentes de diferentes estudios de vigilancia de resistencias,
aislados en distintas regiones de Europa, América y Australia. Los aislados con
mayor probabilidad de albergar este gen son cepas resistentes o con
sensibilidad intermedia a quinolonas, y resistentes a p-lactamicos con fenotipo
de presencia de una B-lactamasa de espectro extendido (BLEE) o una de tipo
AmpC plasmidica (pACBL).

Ademas, se usaron cepas de las familias Aeromonadaceae,
Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae, Moraxellaceae y Shewanellaceae

para establecer el origen del gen gnrA.
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Cepas de laboratorio:

E. coli Dh5a (F ©80d/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1
hsdR17(ri’, my*) phoA supE44 i thi-1 gyrA96 relA1)

E. coli TOP10 (F mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80/acZAM15 AlacX74
recA1 araA139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str¥) endA1 nupG)

E. coli INVaF" (F" endA1 recA1 hsdR17 " my") supE44 thi-1 gyrA96
relA1 ©80/acZAM15 AlacZYA-argF)U169)

E. coli DH10B (F" mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ©80/acZAM15 AlacX74
recA1 endA1 aran139 A(ara, leu)7697 galU galK i- rpsL (StrR) nupG)

E. coli J53 AZR (F", met, pro’, resistente a azida sédica)
E. coli J53RifR (F", met, pro, resistente a rifampicina)

Shewanella algae CIP106454T (cepa de la coleccion del Instituto
Pasteur, Paris, Francia)

S. putrefaciens CIP8040 (cepa de la coleccién del Instituto Pasteur,
Paris, Francia)

Vibrio vulnificus CIP103196 (cepa de la coleccién del Instituto Pasteur,
Paris, Francia)

V. parahaemolyticus CIP71.2 (cepa de la coleccion del Instituto
Pasteur, Paris, Francia)

Photobacterium profundum CIP106289 (cepa de la coleccién del
Instituto Pasteur, Paris, Francia)

Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Staphylococcus epidermidis ATCC 27626

Staphylococcus aureus NCTC 8325
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Vectores de clonacion/expresion usados en procariotas:
pUC18 (confiere resistencia a ampicilina)

pBK-CMV (Stratagene, Cedar Creek, Texas, EE.UU) (confiere
resistencia a kanamicina)

pPCRBIluntll-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, Canadd) (confiere
resistencia a kanamicina)

pCR®2.1 (Invitrogen, Carlsbad, Canada) (confiere resistencia a
kanamicina y ampicilina)

3.2. Medios de cultivo

e MHA (Agar de Mueller-Hinton): peptona 17.5 g/L, sdlidos de infusion
de carne 4.0 g/L, almidon 1.5 g/L, agar-agar 15.0 g/L, pH 7.4. Medio
ampliamente recomendado para ensayos de sensibilidad a
antimicrobianos. (Difco, Sparks, MD, EE.UU.)

e MHB (Caldo de Mueller-Hinton): peptona 17.5 g/L, solidos de infusion
de carne 4.0 g/L, almidén 1.5 g/L, pH 7.4. Version liquida del agar
anterior, recomendado para el estudio de la CMI de antimicrobianos.
(Difco, Sparks, MD, EE.UU.)

e Agar sangre: peptona de caseina 12 g/L, peptona de carne 11 g/L,
almidon 1.5 g/L, cloruro sodico 5 g/L, agar-agar 15 g/L, sangre
desfibrinada al 5%. Medio especialmente rico en peptonas. (Soria-

Greiner, Madrid, Espana)

e LB y Agar LB (Medio Luria Bertani): triptona 10g/L, extracto de
levadura 5 g/L, cloruro sédico 10 g/L, pH 7.0. Medio rico en

nutrientes.

59



Material

TSB (Caldo de triptona y soja): peptona de caseina 17.0 g/L, peptona
de soja 3.0 g/L, cloruro sédico 5.0 g/L, fosfato monopotasico 2.5 g/L,
dextrosa 2.5 g/L, pH 7.3. Medio liquido altamente nutritivo de uso
general (Difco, Sparks, MD, EE.UU.). Con glicerol al 10%, indicado
para la congelacion a -70°C de microorganismos.

TSA (Medio solido de triptona y soja): peptona de caseina 17.0 g/L,
peptona de soja 3.0 g/L, cloruro sodico 5.0 g/L, fosfato monopotasico
2.5 g/L, dextrosa 2.5 g/L, agar-agar 15.0 g/L, pH 7.3. Versién sdlida
del medio anterior. En algunos de los casos de las especies de
Shewanellaceae y Vibrionaceae fue necesaria la adicién de cloruro
sédico al 5% para su crecimiento. Ademas, para obtener un
crecimiento significativo de Photobacterium profundum, la incubacion

se realizé a una temperatura de 10°C durante 72 horas.

SOC: Tryptona 20 g/L, extracto de levadura 5 g/L, cloruro sdédico
0.5g/L, 10ml de cloruro potasico (250 mM). Esterilizar en autoclave.
Anadir 5ml de cloruro magnésico (2M) y 20 ml de glucosa (1M)
estériles. Condiciones para 1L. Medio muy rico usado en ensayos de

transformacion.
Medio Prueba Coagulasa: Las concentraciones pueden variar.
Esencialmente contiene infusiéon cerebro-corazén, TSA, manitol,

purpura de bromocresol y suero humano.

API 20 E Médium (BioMérieux, Marcy-IEtoile, FR)
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3.3. Productos quimicos y microbioldgicos

= Acetato de sodio (Merck, Madrid, Espana. 6568)

= Acido bérico (Pharmacia Biotech, Piscataway, EE.UU. 17-1322-01)

= Acido clorhidrico concentrado (Panreac, Barcelona, Espafia.181345)

= Acido acético glacial (Difco, Sparks, MD, EE.UU. A-6283)

= Acido maleico (Panreac, Barcelona, Espafia.141882)

= Agar-agar (Difco, Sparks, MD, EE.UU. 0140-01)

= Agarosa D-1 baja EEO (Pronadisa, Madrid, Espafia. 8014)

= Agarosa para PFGE (Bio-Rad, Hercules, Canada. 162-0137)

= Alcohol isoamilico (Merck, Madrid, Espana. 979)

= Agua milliQ

* ARNasa (Promega, Madison, EE.UU. 0890)

= Azul de bromofenol (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway,
EE.UU. 17-1329-01)

= Azul de metileno (Difco, Sparks, MD, EE.UU. D195-13)

= Bacto-Agar (Difco, Sparks, MD, EE.UU. 0140-01)

» Bacto-Peptona (Difco, Sparks, MD, EE.UU. 211677)

» [B-mercaptoetanol (Sigma, St. Louis, EE.UU. M-7154)

» Bromuro de etidio (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Alemania. 200 271)

= (Citrato sédico (Sigma, St. Louis, EE.UU. S-4641)

= Cloroformo (Merck, Madrid, Espafa. 1445)

= Cloruro de litio (Sigma, St. Louis, EE.UU. L-9650)

= Cloruro de magnesio (Sigma, St. Louis, EE.UU. M-2393)

= Cloruro de sodio (Panreac, Barcelona, Espafna.131659)

= CTAB o Bromuro de-Cetil-N,N,N-trimetilamonio (Sigma, St. Louis,
EE.UU)

= DEPC (Di-etil pirocarbonato) (Ce¢H1005) (Sigma, St. Louis, EE.UU. D-
5758)

= Dimetil Sulféxido (Panreac, Barcelona, Espafia)

= EDTA Na; Acido etilendiaminotetracético disédico (Sigma, St. Louis,
EE.UU. E-5134)

= Etanol absoluto 98% (Scharlau, Barcelona, Espana. ET0005)
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Extracto de levadura (Scharlau, Barcelona, Espafia. 07-079)
Extracto de carne (Difco, Sparks, MD, EE.UU. 0126-01)

Fenol (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, EE.UU. 75829)
Fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (Sigma, St. Louis, EE.UU. P-
3803)

Fosfato dipotasico (Sigma, St. Louis, EE.UU. P-3786)

Fosfato disodico hidratado (NA,HPO,) (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
Fosfato potasico dihidratado (KH,PO.) (Merck, Madrid, Espafia.
104873)

Glicerol (Panreac, Barcelona, Espafia.141339)

Glioxal (Etanedial) (Sigma, St. Louis, EE.UU. G-3140)

Glucosa (Panreac, Barcelona, Espafa.141341)

Hidréxido sodico (Panreac, Barcelona, Espafna.131687)
Isopropil-thio-bD-galactopiranésido  (IPTG) (Promega, Madison,
EE.UU.)

Isopropanol (Scharlau, Barcelona, Espafia. AL-1312)

Lisozima clorhidrica (USB, Cleveland, EE.UU.)

N-lauril sarcosina (C15sH2sNO3Na) (Sigma, St. Louis, EE.UU. L-5125)
Proteasa peptona (Scharlau, Barcelona, Espaia. 07-213)

Proteinasa K (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

SDS (lauril sulfato sddico) (Sigma, St. Louis, EE.UU. L-3771)

Sulfato de magnesio (Sigma, St. Louis, EE.UU. M-7899)

Tiocianato de guanidina (CH5N3-HSNC) (Sigma, St. Louis, EE.UU.
G-7297)

Trizma base o Tris Base (Sigma, St. Louis, EE.UU. T-8404)
Tris-clorhidrico (Sigma, St. Louis, EE.UU. T-3253)

Tween® 20 (Polyoxyetilenesorbitan monolaurate) (Sigma, St. Louis,
EE.UU. P-1379)

5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido (X-Gal) (Sigma, St.
Louis, EE.UU.)
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3.4. Reactivos para biologia molecular

3.4.1. Reactivos para técnicas de PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa)

Desoxinucledtidos trifosfato (Amersham Pharmacia, Piscataway,
EE.UU.)

Tampon de PCR 10x (Invitrogen, Barcelona, Espana)

MgCl; (Invitrogen, Barcelona, Esparia)

Taq ADN polimerasa (Invitrogen, Barcelona, Espana)

Iniciadores especificos (cebadores)

Agua milliQ

3.4.2. Enzimas de restriccion (Enzimas y Tampones)

Los siguientes enzimas de restriccion se han usado en diferentes técnicas

empleando los tampones y condiciones del fabricante:

Bpml, EcoRI, Hindlll, Pstl, Pvull (Amersham Pharmacia,
Piscataway, EE.UU.)

BamHI, Sacl, Ndel, Xbal (Roche, Mannheim, Alemania)

3.4.3. Reactivos para SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)

Sephaglas BandPrep Kit (Amersham Pharmacia, Piscataway,
EE.UU.) (Sistema de purificacion de ADN)

Solucion de formamida (95% formamida, 20mM EDTA, 0.05%
azul de bromofenol, 0.05% xileno cianol) (Amersham
Pharmacia, Piscataway, EE.UU.)

Geles de poliacrilamida de GeneGel Excel® 12.5/24 Kit
(Amersham Pharmacia, Piscataway, EE.UU.)

Sistema de tincion DNA Plus Silver Staining (Amersham
Pharmacia, Piscataway, EE.UU.)
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3.4.4.

3.4.5.

Reactivos para PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis)
Tampoén TE: 10 mM Tris-HCI (pH8.0), 1mM EDTA (pH8.0).
Tampon PIV: 0.01 mM Tris-HCI (pH8.0), 1 M NaCl.
Tampén CE: 6 mM Tris-HCI (pH8.0), 1 M NaCl, 0.1 M EDTA (pH8.0),
0.2% deoxicolato sédico, 0.5% sarcosil, 50 pg/ml ARNasa A, 100
pg/ml lisozima.

Tampén SE: 0.5 M EDTA (pH9.0), 1% sarcosil.

TBE (0.5x) (pH8.5): 50 mM Tris-base, 50 mM &acido bdrico, 0.2 mM
EDTA.

Lisozima: Preparada como solucion concentrada a 10 mg/ml (Sigma,
St. Louis, EE.UU.).

ARNasa A: Preparada como solucién concentrada a 10 mg/ml en 10
mM de Tris-HCI (pH7.5), 15 mM NacCl (Sigma, St. Louis, EE.UU.).

Reactivos para hibridacién de acidos nucléicos

Se utilizé el sistema de la casa comercial Roche (Mannheim, Alemania)

“DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II’ para el marcaje

y deteccion de acidos nucléicos.

Como soporte del material genético se usaron las membranas de nylon

Hybond-N+ (Amersham Pharmacia, Piscataway, EE.UU.). El revelado se

realizd sobre las peliculas fotograficas de la casa comercial Roche

(Mannheim, Alemania) “Lumi-Film Chemiluminiscent Detection”.

Alternativamente, para obtener una cantidad mayor de sonda marcada se

uso el sistema de marcaje de sonda de Roche (Mannheim, Alemania) “PCR
DIG Labeling Mix""”.
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Las soluciones no proporcionadas por los sistemas comerciales usados

se detallan a continuacion:

1. Soluciones de transferencia:

= Solucién de depurinaciéon (HCI 0.25N)
Diluir 20.7 ml de HCI 37% en 1 L de agua destilada.

= Solucion de desnaturalizacion (NaOH 0.5N+ NaCl 1.5M)
Disolver 82 g de NaCl y 20 g de NaOH en 1 L de agua destilada.

= Solucion de neutralizacion (Tris 1M + NaCl 2M)

Disolver 121.1 g de Tris-base y 116 g de NaCl en 1 L de agua
destilada. Ajustar pH 7.5.

= Solucion de transferencia (SSC20x)
Disolver 175 g de NaCl y 88.2 g de Citrato sédico dihidratado en 1 L
de agua destilada. Ajustar pH 7.0.

2. Soluciones para la deteccion inmunoldgica:

» Tampon de acido maleico (0.1M Acido maleico + NaCl 0.15M).
Disolver 11.6 g de acido maleico, 8.75 gde NaCly 7 g NaOH en 1 L
de agua destilada. Ajustar pH 7.5.

= Tampén de lavado (0.1M Acido maleico + NaCl 0.15M + 0.3% (v/v)
Tween 20).
Anadir 0.6 ml de Tween 20 a 200 ml de tampon de acido maleico.

= Tampon de deteccion (0.1M Tris-HCI, 0.1M NaCl)

Disolver 3.16 g de Tris-HCl y 1.16 g de NaCl en 200 ml de agua
destilada. Ajustar a pH 9.5.

3.4.6. Reactivos para clonacion
e Enzimas de restriccion (detallado anteriormente)
e Fosfatasa alcalina (Roche, Mannheim, Alemania)

e T4 DNA Ligasa (Roche, Mannheim, Alemania)
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3.4.7. Reactivos para extension con cebador

En los experimentos de determinacion de punto de inicio de la

transcripcion y regiones promotoras derivadas se utilizo el sistema de

Invitrogen (Barcelona, Espafia) “6'RACE System for Rapid amplification of
cDNA End, Version 2.0".

3.4.8. Agarosas y tampones de electroforesis

TBE 10x

e Trisbase.........cocvvviiiiiiinn.. 108 g
e Acidoborico.............ccceeiiin 55g
e EDTAO0.5MpH8.0.................. 40 ml

Disolver en 1 L de agua destilada.

TAE 50x

e Trisbase........coooviiiiiiiinnnn. 242 g
e Acido acético glacial................ 57.1 ml
e NaxEDTA dihidratado............... 37.29g

Disolver en 1 L de agua destilada.

Agarosas

e Agarosa Grado Biologia Molecular (Promega, Madison,
EE.UU.)

e Agarosa D-1 baja EEO (Pronadisa, Madrid, Espafia.)

e Agarosa Seaplaque GTG (FMC BioProducts)
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3.5. Soluciones tampdn

PBS

o KHPOy4 .ooviiniiiiiiii, 0.144 g
e Nay;HPO4 heptahidratado ........ 1.775¢
e NaCl ... 8.5¢g

Disolver en 1 L de agua y comprobar pH 7.2. Autoclavar.

Solucién salina
o NaCl ..., 8.5¢

Disolver en 2 L de agua destilada y esterilizar. Almacenar a 4°C.

3.6. Antimicrobianos

Quinolonas

o Acido nalidixico (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

e Ciprofloxacino (Bayer, Barcelona, Espana)

e Levofloxacino (Roussel Uclaf, Romainville Cedex, Francia)
e Moxifloxacino (Bayer, Barcelona, Espana)

¢ Clinafloxacino (Parke-Davis, New cork, EE.UU.)

¢ Norfloxacino (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

e Ofloxacino (Roussel Uclaf, Romainville Cedex, Francia)

e Trovafloxacino (Pfizer, Madrid, Espana)

e Esparfloxacino (Rhone-Poulenc Sante, Toulouse, Francia)

B-lactamicos

e Ampicilina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
¢ Amoxicilina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
e Piperacilina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
e Cefoxitina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
e Cefotaxima (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

e Ceftazidima (GlaxoWellcome, Madrid, Espafia)
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e Cefepima (Bristol-Myers Squibb)
e Aztreonam (Bristol-Myers Squibb, Nueva York, EE.UU.)
¢ Imipenem (Merck, Madrid, Espana)

e Meropenem (Zeneca, Madrid, Espana)

» Inhibidores de B-lactamasas

e Acido clavulanico (SmithKline Beecham)
e Sulbactam (Pfizer, Madrid, Espana)
e Tazobactam (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

= Aminoglucésidos

e Amicacina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
e Tobramicina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
e Gentamicina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

=  Otros

¢ Cloranfenicol (Sigma, St. Louis, EE.UU.)
e Tetraciclina (Sigma, St. Louis, EE.UU.)

3.7. Reactivos para aislamiento de ADN

3.7.1. Soluciones para la extraccion de ADN cromosémico

Se wusaron dos métodos diferentes basados en el uso de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico:
Soluciones Método A:
=  Solucién Tris-HCI 1 M, a pH 8.0:
e Trisbase.........cocceeieininnns 12119
e Agua destilada.................. 800 ml
Ajustar con HCI concentrado (37%) a pH8.0. Esterilizar en autoclave 20
minutos a 126 C° y 1 atm. de presion. Almacenar a temperatura

ambiente.
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= Soluciéon EDTA Na; 0.5M a pH 8.0:

o EDTANaz......ccovvvviiiniinnns 18.61¢g
e Hidréxido sddico................. 29
e Agua destilada.................... 80 ml

Disolver el EDTA Na; a 60 C° en agitacion en agua destilada. Ajustar el
pH afadiendo hidroxido sodico. Esterilizar en autoclave a 121C° durante

20 minutos. Almacenar a temperatura ambiente.

= Tampon Tris-EDTA (TE) 10x, pH 8.0:

o TrissHCI1TMpHS8.0...........cooeoeni. 10 mi
e EDTA Naz, 0.5M, pH8.0.................. 2 ml
e Aguadestilada....................o 88 ml

Autoclavar y guardar a temperatura ambiente. Diluir el tampon TE 10x a

1/10 para obtener TE 1x.

= Solucion de lisozima (10mg/ml):
e Lisozima............oooiiiiiinnn. 10 mg
e Agua destilada esteril........... 1ml
Guardar en alicuotas de 50-100 pul a —20 °C.

= Solucion de Lauril Sulfato Sédico (SDS) al 10%:

e Aguadestilada.................... 100 ml
Agitar suavemente durante 20 minutos a 65 °C para ayudar a disolver el

SDS. Almacenar a temperatura ambiente.

= Solucion de proteinasa K (10 mg/ml):
e ProteinasaK........................ 10 mg
e Agua destilada estéril............. 1ml
Guardar en alicuotas de 50-100 ul a =20 °C
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= Solucién de cloruro sodico (NaCl) 5M:

e Aguadestilada.................... 100 ml

Disolver, autoclavar y almacenar a temperatura ambiente.

= Solucién de 10% CTAB /0.7 M NaCl:

o CTAB.....cooiiiiiiiiie, 1049
o NaCl........ooooiiiii, 419
e Aguadestilada..................... 100 ml

Disolver el NaCl en 80 ml de agua destilada, calentar a 65 °C y en
agitacion anadir lentamente el CTAB para disolverlo. Ajustar el volumen

hasta 100 ml con agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente.

= Solucién de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 (v/v):
e Cloroformo...............ccooeeni. 24 ml
e Alcohol isoamilico................. 1ml

Almacenar en nevera a 4°C.

= Solucién fenol/cloroformo/alcohol isoamilico 24:24:1 (v/v) (Sigma,
St. Louis, EE.UU.)

= Solucién ARNasa A: Preparada como solucién concentrada a 10
mg/ml en 10 mM de Tris-HCI (pH7.5), 15 mM NaCl (Sigma, St.
Louis, EE.UU.)

= Solucion etanol al 70% (v/v):
e Etanol absoluto 98%................. 70 ml
e Aguadestilada...................... 30 mi

Guardar en frio a —20°C
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Soluciones Método B:
= Solucién SET:
e EDTA Naz (25mM).........cccoeiiiinii. 750 pl de solucién
concentrada 5M

e NaCl (75mM).........coooiiiiiiiiii.. 2.5 ml de solucién
concentrada 0.5M

o Tris pH 7.5 20mM).........coeinnenn. 500 pl de solucion
concentrada 2M

e Aguadestilada...............cooiiiii. Hasta 50 ml

Disolver y esterilizar en autoclave a 121C° durante 20 minutos.

Almacenar a temperatura ambiente.

= Solucién de cloruro sodico (NaCl) 5M:

e Aguadestilada.................... 100 ml

Disolver, autoclavar y almacenar a temperatura ambiente.

= Solucion de lisozima (50mg/ml):
e Lisozima............ooeviiiinnnn. 50 mg
e Agua destilada esteril........... 1 ml
Guardar en alicuotas de 50-100 pl a —20 °C.

= Solucion de cloroformo/alcohol isoamilico 24:1 (v/v):
e Cloroformo.........cccoooii.. 24 ml
e Alcohol isoamilico................. 1 ml

Almacenar en nevera a 4°C.

= Solucion etanol al 70% (v/v):
e Etanol absoluto 98%................. 70 ml
e Aguadestilada...................... 30 mi

Guardar en frio a —20°C
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Soluciones Método C:
Aislamiento de ADN cromosdmico mediante el sistema comercial

Microbial Genomic DNA Isolation (Ultraclean).

3.7.2. Soluciones para la extraccién de ADN plasmidico
Método clasico de lalisis alcalina

=  Solucion |
e Glucosa 50 mM
e Tris-HCI pH8.0 25 mM
e EDTA pH8.0 10 mM
Se prepara desde soluciones concentradas en un volumen de 100

ml. Autoclavar y almacenar a 4°C.

= Solucion Il
e NaOH 0.2N (diluida fresca desde solucion concentrada
10N)
e SDS 1% (peso/volumen)
Preparar la solucién Il fresca (justo antes de usar) y utilizar a

temperatura ambiente.

= Solucion Il
e Acetato potasico (3M)........60 ml de solucion 5M
e Acido acético glacial......... 11.5 ml
e Agua destilada................. 28.5 ml

Almacenar a 4°C y usar en frio.
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Método de KIESER'?

= Solucién de Kieser

e Sacarosa (0.3M).........coceiiiinnn. 10.2 g
e Tris-HCI (25mM, pH8.0).............. 2.5 ml Tris-HCI 1M
e EDTA-Naz (25 mM, pH8.0).......... 10 ml EDTA-Na; 250mM

e Verde de bromocresol (0.02%).....20 mg
e Agua destilada estéril................. Hasta 100 ml

Conservar a temperatura ambiente.

= Solucidn de lisis

* NaOH (0.3N).......ocooiiiiiiiens 1.5 ml NaOH 2N
(8g/100 ml)

» Agua destilada estéril................ 6.5 mi

" SDS (2%)...ciiiiiiiiiiiiiie 2 ml SDS 10%

Prepara justo antes de usar.

= Solucién fenol-cloroformo acido

" oFenol...o 509

= Cloroformo..........cooiiiiii 50 ml

= Agua destilada estéril.......................... 10 ml

» 8-Hidroxiquinoleina............................. 50 mg

Conservar a temperatura ambiente. Proteger de la luz.

Preparacion de ADN plasmidico desde grandes volumenes de cultivo
(Maxi/MidiPrep)

El sistema comercial de Qiagen QIAGEN Plasmid Midi Kit se us6

para la obtencion de cantidades mayores de ADN plasmidico.
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3.8. Reactivos para aislamiento de ARN

Se usaron dos sistemas comerciales diferentes para la obtenciéon de
ARN. En ambos casos se aislé6 ARN total de las muestras. Los protocolos

se detallan en la seccién de Métodos.

Método A:
High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Mannheim, Alemania)

Método B:
RNeasy® Midi Kit (Qiagen, EE.UU.)

Los dos principales sistemas de centrifugacién usados fueron Biofuge
fresco (Heraeus, Madrid, Espafia) y Varifuge 3.0R (Heraeus, Madrid,
Espana).
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4, METODOS

4.1. Aislamiento de los microorganismos e identificacion

La obtencibn de muestras y los aislamientos primarios se realizo

mediante la utilizacion de métodos microbioldgicos convencionales.

La conservacion de los microorganismos se realizoé a -80°C en TSB con
glicerol al 10% realizando una suspension densa de un cultivo crecido durante
18-20 horas.

Cuando fue necesario, se llevd a cabo la identificacion de los

microorganismos mediante el sistema API20 (BioMérieux).

4.2. Aislamiento de ADN cromosomico

Método A

1. Centrifugar 3 ml de un cultivo crecido toda la noche en medio LB (un
numero total de 10° células, aproximadamente) a 10.000 rpm durante 5

minutos.

2. Aspirar sobrenadante y resuspender en 500 ul de tampén TE.
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3. Centrifugar y repetir el paso 2.

4. Centrifugar, aspirar sobrenadante y resuspender completamente en 480
ul de tampon TE.

5. Anadir 60 pl de SDS 10% y 60 pl de proteinasa K 2.5 mg/ml. Agitar
suavemente e incubar 1 hora a 37°C.

6. Pasar la muestra 6-8 veces por una jeringuilla de aguja 0.6-0.8 mm vy 1
ml de volumen para lisar las células.

7. Anadir 100 pl de NaCl 5M y mezclar suavemente (esta concentracién de
sales evita la precipitacion del ADN).

8. Anadir 80 pl de 10% CTAB/0.7M NaCl precalentado a 65°C. Incubar 10
minutos a 65°C.

9. Anadir 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico, agitar 2-5 minutos y
centrifugar a maxima velocidad (13.000 rpm) durante 5 minutos.

10.Recoger la fase acuosa superior y afadir 1 volumen de fenol. Agitar 2-5
minutos y centrifugar a maxima velocidad durante 5 minutos.

11.Recoger la fase acuosa superior y afiadir 6 pl de ARNasa 10mg/ml.
Incubar 15 minutos a 37°C.

12.Tratar con 1 volumen de fenol-cloroformo-isomalico. Agitar 2-5 minutos y
centrifugar a maxima velocidad (13.000 rpm) durante 5 minutos.

13.Recoger la fase acuosa superior y afadir 1 volumen de cloroformo-
alcohol isoamilico. Agitar 2-5 minutos y centrifugar a maxima velocidad
(13.000 rpm) durante 5 minutos.

14.Repetir el paso 13.

15. Precipitar el ADN con 2 volumenes de etanol absoluto toda la noche a
-20°C.

16.Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad (13.000 rpm), retirar
sobrenadante y lavar con 500 pl de etanol al 70% centrifugando 3
minutos a maxima velocidad (13.000 rpm).

17.Retirar el sobrenadante, secar y resuspender en 100 yl de agua milliQ
estéril.

El ADN esta listo para ser usado en posteriores aplicaciones.
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Método B

1.

© © N o 0o &> »

Centrifugar 3 ml de un cultivo crecido toda la noche en medio LB (un
nuimero total de 10° células, aproximadamente) a 7.000 rpm durante 10
minutos.

Retirar el sobrenadante y resuspender en 1 ml de agua destilada
estéril. Centrifugar a 7.000 rpm durante 10 minutos.

Retirar el sobrenadante y resuspender en 0.5 ml de tampén SET.
Anadir 25 pl de SDS al 20%.

ARadir 1 ul de lisozima 50 mg/ml e incubar 1 hora a 37°C.

Anadir 220 ul de NaCl 5M.

Anadir 700 ul de cloroformo-alcohol isoamilico y agitar vigorosamente.
Centrifugar 10 minutos a 10.000 rpm.

Recuperar la fase superior acuosa a otro tubo y afadir 700 ul de

isopropanol frio (-20°C).

10.Incubar 1 hora a -20°C
11. Centrifugar 10 minutos a 10.000 rpm.

12.Retirar el isopropanol y afiadir 800 ul de etanol frio al 70%.

13. Centrifugar 5 minutos a 10.000 rpm.

14.Retirar el etanol, secar y resuspender en 100 ul de agua milliQ estéril.

El ADN esta listo para ser usado en posteriores aplicaciones.

4.3. Aislamiento de ADN plasmidico

Método clasico de lisis alcalina

1.

o0 ke nN

Centrifugar 1.5 ml de un cultivo crecido toda la noche en medio LB
(un numero total de 10° células, aproximadamente) a 10.000 rpm
durante 5 minutos.

Retirar sobrenadante y resuspender en 100 pl de solucion I.

Afadir 200 pl de solucion Il y mezclar por inversion suavemente.
Mantener 5 minutos a temperatura ambiente.

Anadir 150 ul de solucion Il y mezclar por inversion suavemente.
Mantener en hielo 10 minutos y centrifugar a maxima velocidad

(13.000 rpm) durante 10 minutos.

77



Métodos

7. Recuperar el sobrenadante (450 ul aproximadamente) y anadir 1

volumen de fenol-cloroformo. Agitar vigorosamente y centrifugar a

maxima velocidad (13.000 rpm) durante 10 minutos.

8. Recuperar la fase superior acuosa y anadir 2 volumenes de etanol
frio al 100%.

9. Precipitar al menos 1 hora a -20°C.

10. Centrifugar a maxima velocidad durante 10 minutos. Retirar el etanol

y lavar el precipitado con 200 ul de etanol al 70%.

11. Centrifugar a maxima velocidad (13.000 rpm) durante 5 minutos.

12.Retirar el etanol, secar y resuspender en 25-50 ul de agua milliQ.

El ADN esta listo para ser usado en posteriores aplicaciones.

Método de KIESER'?

1.

N o o bk~ w D

De una placa fresca de MHA recoger media asa de biomasa vy
resuspender completamente en 500 ul de solucion de Kieser.
Anadir 250 pl de solucion de lisis y mezclar suavemente.

Incubar 30 minutos a 55°C.

Enfriar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Anadir 250 pul de fenol-cloroformo acido y agitar suavemente.
Centrifugar a 12.000 rpm durante 12 minutos a 4°C.

Recuperar 200 ul de la fase superior.

El ADN esta listo para ser usado.

11.
12.

Preparar gel de agarosa al 0.7% en TBE 1x.

Cargar 20-40 ul de ADN y correr durante 6 horas a 90V.

Tefir el gel en 400 ml de agua destilada que contiene 20 ul de
bromuro de etidio a 10 mg/ml durante 30 minutos.

Lavar con agua destilada durante 15 minutos.

Visualizar.
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4.4. Técnicas de PCR (Polimerase Chain Reaction)

Se us6 una técnica de PCR convencional tanto para el estudio de
prevalencia de genes en colecciones bacterianas como en la aplicacion de
diferentes protocolos que se describen con posterioridad. En la Tabla 8 se

indican las condiciones usadas en cada reaccion de PCR.

Tabla 8. Condiciones normalmente usadas para cada reaccién de PCR.

Componente Volumen (ul) Concentracioén final

Agua estéril destilada 26.8

Tampén de PCR 10x 5.0 1x

MgCl, 50mM 2.0 2 mM

Mezcla de ANTP 5 mM 8.0 800 uM

Iniciador1 (10uM) 25 0.5uM

Iniciador2 (10uM) 2.5 0.5uM

Taq ADN polimerasa 0.2 1U/reaccién
Volumen final 48

La reaccion se completa con 2 ul de la solucion que contiene el ADN a

analizar. EI ADN puede ser obtenido de distintas formas:

= Directamente a partir de colonias frescas crecidas en medio de
cultivo:
e Resuspender media colonia (la menor cantidad visible) en 100
Ml de agua estéril destilada.
e Hervir durante 10 minutos (en bloque térmico o termociclador).
e Tras una centrifugacion de 10 minutos a 10.000 rpm se

afiaden los 2 ul de volumen.

= Siguiendo alguno de los métodos de purificacion de ADN detallados

anteriormente.
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El programa basico para fragmentos de menos de 1kb seguido para la

amplificacion es el siguiente:

SMiN....ooiiiiii, 94°C......... 1 ciclo
Tmin.......ooooeeiin 94°C
Tmin.....ooo 55°C 35 ciclos
Tmin.....ooo 72°C
TMin....ooo 72°C.......... 1 ciclo
Indefinidamente......... 4°C

Para fragmentos mayores de 1kb se amplié el tiempo de elongacion a
1 minuto/kb de ADN amplificado. De igual modo, las unidades de ADN Taq

polimerasa se incrementaron atendiendo al tiempo de elongacién.

4.5. Epidemiologia molecular

4.5.1. Biotipia

La biotipia se basdé en el uso de la prueba de la ureasa. Esta
identificacion bioquimica se basa en que la enzima ureasa forma amoniaco a
partir de urea produciendo un cambio de pH y de color (debido al rojo fenol que

contiene).

Esta técnica se usd para diferenciar las colonias de transconjugantes
verdaderos en los experimentos de conjugacion (colonias de E. coli ureasa
negativos) de las colonias de donadores mutantes (K. pneumoniae ureasa

positivos).
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4.5.2. REP-PCR (Repetitive Extragenic Palindromic-PCR)

La REP-PCR usa oligonucleétidos disefiados a partir de secuencias
palindrémicas altamente conservadas y que se repiten a lo largo de genoma.?*
El disefio general de estos cebadores ha sido previamente descrito en detalle
por Versalovic J y col.?®® La técnica se basa en la idea de que este tipo de
secuencias se encuentran dispersas en el cromosoma, presentando
orientaciones diferentes y separadas por distancias variables. Tipicamente, se

usan dos cebadores distintos en la aplicacion de esta técnica:

REP-1 5 IIGCGCCGICATCAGGC3’

REP-2 5’ACGTCTTATCAGGCCTAC3’

En nuestro laboratorio el cebador empleado fue REP-1. EI ADN
bacteriano se obtuvo a partir de colonias crecidas en medio de cultivo
(Tabla 9).

Tabla 9. Condiciones usadas para cada reaccion de REP-PCR.

Componente Volumen (ul) Concentracion final
Cebador REP-1 (50uM) 1 1 uM
Tampén PCR 10x 5 1x
MgCl, (50mM) 3 3mM
Nucledétidos (5mM) 4 (de cada) 400uM
Taqg ADN polimerasa 0.5 2.5 u/reaccion
ADN 245

Volumen final 50
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El programa seguido para la amplificacion es el siguiente:

3MiN.iiiiie 94°C........... 1 ciclo
Tmin....oos 94°C

TMiN. .o 40°C 30 ciclos
8Min......oooiiii 65°C

16 MmN, 65°C............ 1 ciclo
Indefinidamente......... 4°C

La duracién aproximada es de 6 horas y 40 minutos.

Se analizan 20 pl de los 50 ul de volumen final de reaccidn mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v) que contiene 0.5 mg/L de bromuro
de etidio en TBE 0.5x

4.5.3. PCR aleatoria de secuencias polimorficas (Random Amplified

Polymorphic DNA, RAPD-PCR)

Existen técnicas de epidemiologia molecular que usan como cebadores
en la reaccion de amplificacion secuencias cortas aleatorias que no van
dirigidos al reconocimiento de regiones concretas en el ADN. Este es el caso
de la RAPD-PCR, la cual usa cebadores de pequefio tamafio de 9 a 10 bases
de longitud, los cuales tienen suficiente afinidad para hibridar con el ADN
cromosémico a baja temperatura.’?®® Cuando la diana de los cebadores se
encuentra a la distancia adecuada y en la orientacion correcta se producen los

fragmentos amplificados generandose un patrén de bandas especifico.

Los cebadores usados en los ensayos de RAPD-PCR fueron:
A3  5'AGT CAG CCA C3' %’
272 5'AGC GGG CCA A3'?""

El ADN bacteriano se obtuvo a partir de colonias como se detallo para la
PCR convencional (Tabla 10).

82



Métodos

Tabla 10. Condiciones usadas para cada reaccion de RAPD-PCR.

Componente Volumen (ul) Concentracion final
Cebador A3 (50uM) 3 3 uM
Cebador 272 (50uM) 3 3 uM
Tampén PCR 10x 5 1x
MgCl, (25mM) 4 2 mM
Mezcla de nucleotidos (10mM) 3 600uM
Taq 0.5 2.5 u/reaccion
Agua para PCR 29.5
ADN 2

Volumen final 50

El programa seguido para la amplificacion fue el siguiente:

3MiN.iiiii, 94°C............ 1 ciclo
TmMin....ooos 94°C
Tmin.....oooi 36°C 45 ciclos
2min... 72°C

10 mMin.....oooiiiiii 72°C........... 1 ciclo
Indefinidamente......... 4°C

Se analizan 5-20 ul de los 50 ul de volumen final de reaccidon mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) que contenia 0.5 mg/L de

bromuro de etidio en TAE 1x.
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4.5.4. Electroforesis en campo pulsante (PFGE)

El PFGE es la técnica de referencia en la caracterizacion clonal. La
metodologia se adapt6 para el PFGE en enterobacterias. Se prepararon
bloques de agarosa solidificada mezclando en proporcion 1:1 bacterias

(suspensién a DOs5»0=0.9) y agarosa al 2%.

La electroforesis se realizd a 14°C con voltaje de 6V/cm? durante 24
horas usando el sistema CHEF-DR Il (Bio-Rad, Madrid, Espafna). Los pulsos
iniciales y finales fueron 5 y 30 segundos. Los geles se tifieron con bromuro de
etidio (1 ung/mL, Roche, Mannheim, Alemania), se lavaron con agua durante 20-
30 minutos y se fotografiaron usando el sistema digital 1D Image Analysis
software (Kodak, Rochester, N.Y., EE.UU.).

Como marcador se us6 ADN de S. aureus NCTC 8325 digerido con
Smal o el marcador de pesos moleculares comercial Lambda DNA-PFGE

(Pharmacia Biotech, Piscataway, EE.UU.).

La diferenciacion de los patrones de bandas obtenidos en K
pneumoniae se realiza en funcion del numero de bandas de ADN observado en
los geles de PFGE. Una banda de diferencia se interpreta como relacioén clonal,
dos bandas de diferencia como posiblemente relacionados y un numero mayor
de tres bandas de diferencias se interpreta como aislados no relacionados

clonalmente.?*

Técnica de la endonucleasa I-Ceu-I

Esta técnica se usa para determinar la localizacion cromosdémica o
plasmidica de genes. Consiste en la realizacion de electroforesis en campo
pulsante de ADN total previamente digerido con el enzima de restriccion I-Ceu-
|. Este enzima tiene la caracteristica que solo reconoce y corta en una region

de 26 pb localizada en los genes rrl que codifican el ARN ribosémico 23S.




Métodos

:

TAACTATAACGGTCCTAAGGTAGCGA

ATTGATATTGCCAGGATTCCATCGCT

De este modo, y tras la electroforesis, se procede a la hibridacion del
gen con dos sondas diferentes: una de un fragmento de ADN que codifica el
ARN ribosémico 23S y otra de un fragmento de nuestro gen en estudio. Asi, si
la sefial obtenida con nuestro gen coincide con la sefial al hibridar con un
fragmento de ADN ribosémico sabremos que nuestro gen tiene una localizacién

cromosomica.

4.6. Ensayos de movilidad horizontal (Experimentos de
conjugacion)

Se usaron dos protocolos diferentes en los ensayos de conjugacion:

Protocolo A: Ensayo de Conjugacién en medio liquido

1. Inocular 4 ml de medio liquido (LB o MHB) de la cepa receptora. Incubar
en condiciones de agitacién a 37°C durante 18-20h.
Los receptores usados fueron:  E. coli J53Rif® (F, met, pro’, Rif?)
E. coli J53AZR (F", met, pro, AzY)
(Ver descripcién detallada en la Seccidon de Materiales)
2. Inocular 4 ml de medio liquido (LB o MHB) de la cepa donadora. Incubar
como en el paso 1.
3. Preparar las siguientes mezclas:
a. Mezcla problema: 0.5 ml de cepa receptora + 0.5 ml de cepa
donadora + 4 ml de medio liquido esteéril.
b. Control receptor: 0.5 ml de cepa receptora + 4.5 ml de medio
liquido estéril.
c. Control donadora: 0.5 ml de cepa donadora + 4.5 ml de medio
liquido estéril.

Los volumenes pueden ser modificados en funcion de las cepas usadas.
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4. Incubar SIN AGITACION a 37°C de 4h a toda la noche.

5. Inocular las placas que contienen los medios selectivos con 100 ul de

diluciones 10°%, 10" y 10 de las mezclas de conjugacién y los controles.

6. Incubar las placas a 37°C durante 24-48h.

7. Seleccionar las colonias de transconjugantes y darle pase a medio con

el antimicrobiano correspondiente de seleccién.

Protocolo B: Ensayo de Conjugacion 3en 1

1.

Inocular 1 ml de TSB en tubos diferentes con las cepas donadora y
receptora.

Crecer en agitacion lenta durante 3h aproximadamente a 37°C.

3. En un tubo nuevo, mezclar (con una punta de boca ancha) 200 ul de

receptor con 800 pl de donador (respetar la proporcion 1:4).

Crecer en agitacion lenta durante otras 3h a 37°C.

5. Sembrar 200 ul sobre los medios de seleccion.
6. Afadir 2 ml de TSB al resto del volumen y crecer SIN AGITACION

durante una noche a 37°C.

Sembrar diluciones sobre medios de seleccion.

8. Reservar 200 pl y depositarlos sobre el centro de un filtro estéril

colocado en una placa de medio MHA sin antibiético e incubar toda la
noche a 37°C.
Recuperar las bacterias crecidas sobre el filtro con una torunda estéril y

resuspender en solucién salina estéril.

10.Sembrar en las placas con medio de seleccion.

Con este protocolo se obtienen transconjugantes desde los pasos 5, 7, 10,

cada vez con una mayor eficiencia. Esto es importante cuando no conocemos

las frecuencias de conjugacién, de modo que en alguno de los tres pasos

obtendremos placas con un numero adecuado de colonias para establecer

dicha frecuencia de conjugacion y un numero suficiente de transconjugantes

para posteriores estudios.
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La frecuencia de conjugaciéon se define como:

Frecuencia de _ numero de transconjugantes
conjugacion

numero de bacterias donadoras

La seleccion se realizdé sobre medios que contenian azida sddica (100-200
ug/ml) o rifampicina (100 ug/ml) y estreptomicina (50 pg/ml), ampicilina (100
ug/ml), ceftazidima (4-8 ug/ml), amoxicilina (50-100 ug/ml) o cloranfenicol (30
ug/ml).

4.7. Estudios de sensibilidad a antimicrobianos

4.7.1. Preparacion de los antimicrobianos

La preparacion de los antimicrobianos se realizé siguiendo la normativa
del CLSI. %

Los agentes antimicrobianos usados en este trabajo se obtuvieron de los
fabricantes o companias farmacéuticas detallados en la seccién de Materiales.

No se usaron preparaciones clinicas en las determinaciones de sensibilidad.

Las soluciones concentradas se prepararon normalmente a 4096 ug/ml.

Una vez preparados, pueden ser almacenados a -70°C.

En la Tabla 11 se muestra la lista de los solventes y diluyentes usados

para la preparacion de los antimicrobianos.
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Tabla 11. Solventes y diluyentes usados para la preparacion de los antimicrobianos.

Antimicrobiano Solvente Diluyente
Quinolonas
Acido nalidixico 2 de volumen de agua Agua
y afiadir NaOH 1M
hasta disolver
Ciprofloxacino Agua Agua
Levofloxacino Y2 de volumen de agua Agua
y afiadir NaOH 1M
hasta disolver
Moxifloxacino Agua Agua
Clinafloxacino Agua Agua
Norfloxacino Y2 de volumen de agua Agua
y afiadir NaOH 1M
hasta disolver
Ofloxacino 2 de volumen de agua Agua
y afadir NaOH 1M
hasta disolver
Trovafloxacino Agua Agua
Esparfloxacino Agua Agua
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Tabla 11 (Continuacién). Solventes y diluyentes usados para la preparacion de los

antimicrobianos.

Antimicrobiano

Solvente

Diluyente

B-lactamicos
Ampicilina

Amoxicilina

Piperacilina
Cefoxitina

Cefotaxima
Ceftazidima

Cefepima

Aztreonam

Imipenem

Meropenem

Inhibidores
Acido clavulanico

Tampon Fosfato,
pH8, 0.1M
Tampon Fosfato,
pH8, 0.1M

Agua

Agua

Agua

Carbonato sédico
Tampon Fosfato,
pH6, 0.1M
Solucion saturada
de COs;HNa
Tampon Fosfato,
pH7.2, 0.01M

Agua

Tampodn Fosfato,

Tampodn Fosfato
pH6, 0.1M
Tampon Fosfato
pH6, 0.1M

Agua

Agua

Agua

Agua

Tampon Fosfato
pH6, 0.1M

Agua

Tampodn Fosfato
pH7.2,0.01M

Agua

Tampodn Fosfato

pH6, 0.1M pH6, 0.1M

Sulbactam Agua Agua
Tazobactam Agua Agua
Aminoglucdsidos

Amikacina Agua Agua
Tobramicina Agua Agua
Gentamicina Agua Agua
Otros

Cloranfenicol Etanol 95% Agua
Tetraciclina Agua Agua
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4.7.2. Método de microdilucién

El método de microdilucion en medio liquido se realizé de acuerdo a las
recomendaciones del CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).®® Se
utilizaron placas de microdilucion de poliestrieno de 96 pocillos con fondo en U
(Francisco Soria Melguizo, S.A., Madrid, Espana).

El protocolo se realiza bajo las siguientes condiciones:

= Los rangos de concentraciones usados variaron en funcién del tipo
de antimicrobiano. Las concentraciones maximas y minimas fueron

512 ug/mly 0.008 ug/ml, respectivamente.

= El in6culo se prepar6 a partir de placa de MHA crecida durante 18-
24h (cultivo fresco). Las placas de microdilucion preparadas se

incubaron durante 20h a 37°C cubiertas con una tapa estéril.

= Se establecieron controles de crecimiento y esterilidad para los

distintos medios usados.

= Las cepas control usadas fueron: Escherichia coli ATCC 25922 y P.
aeruginosa ATCC 27853.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) se establecio en la
concentracion de antimicrobiano mas baja capaz de inhibir completamente el
crecimiento visible del microorganismo tras el periodo de incubacion. Los
criterios de sensibilidad y resistencia se basaron en las recomendaciones del
cLs!.*®

4.7.3. Méeétodo de difusion en gradiente (Etest)

Se usd el sistema comercial Etest® (AB BIODISK) para determinar la
sensibilidad antimicrobiana. Los valores obtenidos se adaptaron a una escala

log. cuando fue necesario.

4.7.4. Método de difusién en disco

Los discos de difusion se usaron de acuerdo a las especificaciones del
CLSl1.*®
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4.8. Estudio de mutaciones en ADN girasay Topoisomerasa IV

4.8.1. Amplificacién de ADN girasay Topoisomerasa IV

La amplificaciéon se realiz6 mediante PCR convencional a partir de ADN
genomico obtenido desde colonias bacterianas para la identificacion de
mutaciones en gyrA y parC. Los cebadores usados fueron: GyrA-1, GyrA-2,
ParC-A y ParC-B (Tabla 23). Los productos de PCR se analizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% y TBE 0.5X que contenia 0.5mg/L de
bromuro de etidio. Posteriormente, se purificaron usando el sistema
SephaglasTM BrandPrep Kit (Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden), y se

secuenciaron como se detalla posteriormente.

4.8.2. SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)

La técnica de SSCP se basa en la diferente movilidad electroforética de
las moléculas de ADN monocatenario de pequefio tamafo debido a cambios en
la secuencia en condiciones desnaturalizantes. Esta prueba tiene valor en la

deteccion rapida de mutaciones puntuales.

Se analizaron los productos de ADN amplificado por PCR de los genes
gyrA 'y parC. Este material amplificado se purificé desde gel de agarosa con el
sistema comercial Sephaglas BandPrep Kit siguiendo las recomendaciones del

fabricante (Amersham Pharmacia).

El ADN purificado se mezcla con una solucion desnaturalizante de
formamida en una proporcién 1:1 y se somete a 96°C durante 10 minutos. Tras
la desnaturalizacion las muestras son mantenidas a 4°C en hielo antes de ser

cargadas.

La electroforesis se realizd con el sistema GenePhor (Amersham
Pharmacia) en geles de poliacrilamida GeneGel Excel 12.5/24 de la misma
casa comercial. La carrera se realiza a 15°C durante 90 minutos con un voltaje
constante de 400V. Se uso el sistema DNA Plus Silver Staining (Amersham

Pharmacia) para tenir el ADN mediante tincién de plata.
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4.8.3. Secuenciacion de las regiones QRDR de los genes gyrA y parC

Las secuencias genéticas se determinaron en el servicio de secuenciacion
de ADN del Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC, Madrid), o bien en la
empresa Genome Express (Francia). La secuenciacion se llevdo a cabo
mediante la técnica de Sanger mediante nucledtidos terminadores. Las
muestras se analizaron con el secuenciador automatico Abi Prims 377 DNA

Sequencer (Perkin Elmer).

4.9. Evaluacién del numero de copias del gen gnrA

Se puede realizar una estimacion semicuantitativa del numero de copias
de una secuencia diana mediante técnicas de inmovilizacion de acidos
nucleicos sobre un soporte sdélido (normalmente membranas de nylon

cargadas).

La cantidad relativa de secuencia diana es estimada por comparacion de
la intensidad de sefial emitida por la muestra con otras de concentraciones
conocidas o por las intensidades relativas de unas muestras respecto de otras.
Estas son medidas mediante densitometria. Para una cuantificacién fiable y
reproducible son necesarios también controles negativos que reflejen la posible
intensidad de fondo emitida por una muestra de acido nucleico que no contiene

la diana en estudio.

Tanto en el caso de ADN plasmidico como de ADN total el protocolo que

se siguio fue el de la técnica de “Slot-blot” o “Dot-blot”.

Protocolo “Dot-blot”

1. Tras la purificacion del material genético, como se detall6 en la seccion
correspondiente, el primer paso es la cuantificacion de la concentracion

de ADN de nuestra muestra.
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Esta cuantificacion se realiza mediante espectrofotometria (GeneQuant
pro spectrophotometer, Amersham Pharmacia Biotech) bajo los

siguientes parametros:
DO2sonm=1......... 50 ug/ml para ADN de doble cadena

Donde la pureza de la muestra fue examinada mediante la razén:

DO260nm

DO280nm
Valores por encima y por debajo de esta razon indican que la muestra

= 1.8 —>» 100% de pureza de ADN de doble cadena

contiene proteinas u otros acidos nucleicos (ARN o ADN de cadena
simple).

2. En cada experimento las muestras fueron cuantificadas y se analizaron
cantidades idénticas segun el disefio del mismo.

3. La inmovilizacién del ADN sobre la membrana de nylon se realiz6 con el
sistema PR 648 Slot Blot Filtration Manifolds (Amersham Pharmacia
Biotech), siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema permite
cargar hasta 48 muestras diferentes en una misma membrana y se
encuentra conectado a una bomba de vacio, lo que permite la adhesion
inicial de la muestra a través de la membrana de nylon.

Se colocan de 3 a 5 fragmentos de papel whatman (Whatman®, Reino
Unido) debajo de la membrana de nylon. Previamente todo ha sido
humedecido en una solucion de 2xSSC. La filtracion se realiza durante
10 minutos.

Siempre que fue posible se cargd el mismo volumen en cada pocillo
(100pl).

4. Fijacion de los acidos nucleicos a la membrana de nylon.

Se usoO el sistema UVC500 Crosslinker (Hoefer) de acuerdo a las
condiciones del fabricante mas media hora de incubacion a 80°C o 2
horas a 60°C.

5. Desnaturalizacion del ADN fijado.

a. Depositar la membrana sobre una bandeja que contiene la
solucion de desnaturalizacion (0.5M NaOH+1.5M NaCl) durante 5

minutos en agitacion.

93



Métodos

b. Eliminar el exceso de solucion desnaturalizante con papel de
filtro.

c. Depositar la membrana sobre una bandeja que contiene la
solucion de neutralizacion (0.5M Tris pH7.5+1.5M NaCl) durante 5
minutos en agitacion.

d. Pasar por bafio con 2xSSC durante 5 minutos y dejar secar sobre
papel de filtro.

Las membranas se pueden almacenar a temperatura ambiente en papel
de filtro o usar directamente para hibridacion. El protocolo de hibridaciéon y
deteccion fue el mismo que el que se detalla en el apartado Analisis por
“‘Southern-blot”.

4.10. Estudio de las estructuras genéticas en las que se
encuentra el gen qnrA

4.10.1. Andélisis por “Southern-blot”

La técnica de “Southern-blot” se puede usar para estudiar como los
genes se organizan en los genomas mediante el uso de enzimas que
reconocen sitios de restriccion y sondas que reconocen dianas especificas
(Southern-RFLP). Estimando el tamafio de los fragmentos obtenidos, el niumero
de fragmentos y combinaciones de enzimas de restriccion es posible
determinar la localizacion del ADN diana dentro de un contexto de dianas de

restriccion. Protocolo:

Marcaje de la sonda

Se usaron dos métodos de marcaje diferentes. Uno basado en la enzima
Klenow ADN polimerasa y otro en la enzima Taq ADN polimerasa. El método
basado en la Tag ADN polimerasa consigue obtener una mayor cantidad de

ADN marcado basandose en la técnica de PCR.

94



Métodos

Método A: Marcaje mediante Klenow ADN polimerasa.

A partir de producto de PCR especifico de la diana que queremos marcar,
afiadir 400 ng de molde en un volumen final de 16 pl en agua Milliq

autoclavada, a continuacion:

1. Desnaturalizar el ADN hirviendo 10 minutos y enfriar en hielo durante 5
minutos.

2. Mezclar el reactivo DIG-High Prime (contiene la Klenow ADN
polimerasa, ver Secidn de Materiales) (DIG High Prime DNA Labeling
and Detection Starter Kit II) ampliamente y afadir 4 ul al ADN
desnaturalizado. Mezclar y centrifugar brevemente.

3. Incubar toda la noche a 37°C.

4. Parar la reaccion afadiendo 2 pl de EDTA (pH8.0) y calentando después
a 65°C durante 10 minutos.

La cinética de marcaje se obtiene segun los valores de la Tabla 12.

Tabla 12. Cinética de marcaje de la sonda usando la enzima Klenow ADN polimerasa.

Molde de ADN (ng) Marcaje 1 hora (ng) Marcaje 20 horas (ng)
10 45 600
30 130 1050
100 270 1500
300 450 2000
1000 850 2300
3000 1350 2650
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Método B: Marcaje con Taq ADN polimerasa (PCR DIG Labelling Mix ")

1. A partir de ADN purificado se realiza una reaccion de PCR especifica
para nuestra diana bajo las siguientes condiciones indicadas en la Tabla
13.

Tabla 13. Condiciones de PCR para el marcaje de la sonda con Tag ADN polimerasa.

Componente Volumen (ul) Concentracioén final
Agua estéril 18.5
PCR DIG Labeling Mix "° 5 200 pM
Cebadores 5 250 nM de cada
Taq (1 U/ul) 1.5 1.5U
Uracil DNA glicosilasa (1 U/ul) 2 2U
Tampodn de PCR 5 1x
MgCl, 25 mM 3 1.5 mM
ADN molde 10

Volumen reaccion 50 pl

En ambos métodos, durante la reaccién de polimerizacion se produce la
incorporacion de digoxigenina-11-dUTP, eventualmente, en lugar de dTTP. Las
moléculas de digoxigenina seran detectadas posteriormente mediante

anticuerpos especificos.

Electroforesis

Tras la purificacion del material genético como se detallé en la seccidn
correspondiente, es conveniente la cuantificacién de la concentracion de ADN
de nuestra muestra.

El ADN examinado se somete a electroforesis bajo las siguientes
condiciones:

» Gel de agarosa al 1% en tampén TAE 1x
= 100 voltios

=  3-4 horas de carrera
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Transferencia del ADN y fijacion

La transferencia del ADN se realiza a temperatura ambiente bajo las

siguientes condiciones:

= Bafio en solucion de depurinacion durante 15 minutos (solo si los
fragmentos a transferir son mayores de 10kb)

» Bafo en solucion de desnaturalizacion durante 15 minutos

= Bafio en solucidn de neutralizacion durante 15 minutos

=  Bano en solucién SSC 20x durante 20 minutos

La transferencia se realiza por capilaridad sobre membranas de nylon

(cargadas positivamente) en tampon SSC 10x o 20x, siguiendo los protocolos

publicados previamente.??® La fijacion del ADN a la membrana de nylon se

realiza como se detalla en la seccién sobre “Dot-blot”.

Hibridacion de la sonda

1.

Precalentar 30 ml de DIG Easy Hyb (DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit Il) a la temperatura de hibridacién (42°C)
Prehibridar en agitacion la membrana con 20 ml de DIG Easy Hyb
precalentado durante al menos 1 hora (puede estar toda la noche) a
42°C

Desnaturalizar de 4 a 20 pl de la sonda (unos 400 ng es suficiente), 10

minutos a 100°C, y enfriar 5 minutos en hielo

4. Anadir la sonda a 10 ml de DIG Easy Hyb precalentado

5. Retirar la solucion de prehibridacion y sustituir por esta ultima. Incubar

toda la noche en agitacion a 42°C

Eliminacién del exceso de sonda

1.

Lavar la membrana 2 veces durante 5 minutos en agitacion con
2xSSC+0.1%SDS a temperatura ambiente (15-25°C)

Lavar la membrana 2 veces durante 5 minutos en agitacion con
0.5xSSC+0.1%SDS a 68°C
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Deteccidon inmunoldgica

En esta fase la membrana deberia estar siempre entre 20-30°C.

1.
2.

Sumergir ampliamente la membrana en tampdn de lavado, 1-5 minutos
Incubar 30 minutos en 170 ml de solucion de bloqueo 1x (DIG High
Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II)

Incubar 30 minutos en 30 ml de solucidn de anticuerpo anti-
digoxigenina-AP 1 (DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter
Kit Il) (concentracion de anticuerpos durante la deteccion 75 U/ml)

Lavar dos veces durante 15 minutos en 100ml de tampdn de lavado

Revelado

1.
2.

Equilibrar 2-5 minutos en tampon de deteccion

Localizar la membrana en una bolsa de bocadillos transparente y cubrir
con 1 ml de CSPD ready to use (DIG High Prime DNA Labeling and
Detection Starter Kit Il), e incubar 5 minutos a temperatura ambiente en

oscuridad.

3. Eliminar el exceso de CSPD e incubar 10 minutos a 37°C en oscuridad

Exponer la membrana a una pelicula fotografica “Lumi-Film
Chemiluminiscent Detection” a distintos tiempos hasta alcanzar la

intensidad optima para el analisis posterior.

Opcionalmente, la sonda puede ser eliminada de las membranas para una

segunda hibridacién con una sonda diferente. Para ello:

1.
2.

3.

Lavar la membrana ampliamente con agua destilada estéril.
Lavar 2 veces durante 15 minutos a 37°C con 0.2 M NaOH+0.1%SDS
para eliminar la sonda marcada.

Lavar ampliamente con 2xSSC

Almacenar las membranas a -20°C para una proxima hibridacion.
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4.10.2. “Colony-blot”

La deteccion de genes directamente a partir de colonias crecidas sobre
placas de medio de cultivo consiste en transferir dichas colonias a una
membrana de nylon. Posteriormente las células se lisan y el ADN es fijado a la

membrana. El resto del protocolo es similar al detallado para “Southern-blot”.

4.10.3. Clonacién de las estructuras genéticas que contienen gnrA

Los experimentos de clonacién se usaron para lograr una informacion
mas detallada sobre las secuencias adyacentes al gen de resistencia a
quinolonas mediada por plasmidos qnrA.

Los enzimas de restriccion y vectores plasmidicos se detallan en
Materiales. Ademas, se realizaron diferentes protocolos de clonacién
dependiendo de si el ADN a clonar fue producto de PCR o ADN

cromosomico/plasmidico digerido con enzimas de restriccion.

Protocolo A: Clonacion de productos de PCR (TA Cloning Kit, Invitrogen)

Se basa en el hecho de que la Tag ADN polimerasa afiade una adenina
en el extremo 3 terminal del producto de PCR y que el vector usado (pCR®2.1)
lleva una timina en su extremo 3’terminal, lo que favorece el proceso de
ligaciéon. Cuando se uso el enzima Platinum PFX DNA polimerasa (Invitrogen)
para evitar errores en la amplificacion, el producto de PCR se incubé 10
minutos a 72°C en presencia de Tag ADN polimerasa para la adicion de las

adeninas terminales. Protocolo:

1. La cuantificacion de la cantidad de ADN necesario en la ligacion sigue la

siguiente formula:

(Y pb producto PCR) (50 ng pCR®2.1)

X ng producto PCR=
(tamafio pCR®2.1=3900pb)

2. La reaccion de ligacion se realiza bajo las condiciones mostradas en la
Tabla 14.
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Tabla 14. Condiciones para la reaccion de ligacion de productos de PCR.

Componente Volumen (ul)

Producto PCR X

Tampon ligaciéon 10x 1

pCR®2.1 (25 ng/ul) 2

Agua estéril Hasta 9 pl

T4 DNA ligasa (1 U/pl) 1
Volumen final 10

La relacion de producto PCR/vector se aproxima a 1:1.

La reaccién se incuba a 14°C toda la noche (opcionalmente se puede

realizar a 4°C).

3. Transformacion

Se realizd sobre células E. coli INVaF".

a.

Anadir 2 pl de productos de ligacion y mezclar sobre un vial que
contiene 50 pl de células competentes localizada en hielo.
Incubar 30 minutos en hielo.

Realizar el choque térmico colocando el vial en un bano a 42°C
durante 30 segundos exactos y colocar de nuevo en hielo.

Anadir 250 yl de medio SOC a temperatura ambiente.

Crecer en agitacion durante 1 hora a 37°C y 225 rpm.

Inocular diferentes alicuotas en los medios de seleccion.
Normalmente los medios fueron LB agar que contenian X-Gal e
IPTG (para realizar una seccion blanco/azul), y 50 pg/ml de

kanamicina (o 100 pg/ml de ampicilina).

Las colonias seleccionadas se analizaron mediante restriccion para

comprobar el tamafio del inserto, y posteriormente se secuencio el

fragmento clonado.
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Protocolo B: Clonacién de fragmentos de ADN total o plasmidico

En estos ensayos se uso el vector pBK-CMV (Stratagene). EI ADN del
vector se obtuvo a partir de una cepa E. coli DH10B que contenia dicho vector
mediante el protocolo de purificacion de ADN plasmidico detallado
anteriormente. EI ADN plasmidico o total también se obtuvo por los protocolos
detallados anteriormente. En todos los casos el ADN fue cuantificado por

espectrofotometria.

Tras cada reaccion (restriccion, desfosforilacion, ligacion), las enzimas

se inactivaron mediante calor segun el caso.

1. Preparacion del vector pBK-CMV

a. El vector es digerido con la enzima de restriccion seleccionada,
normalmente a 37°C toda la noche y siguiendo las condiciones
del fabricante.

b. La digestion se verifico mediante gel de electroforesis cargando
Sul.

c. Posteriormente el vector es desfosforilado durante 60-90 minutos
a 37°C (para favorecer la posterior reacciéon de ligacion) bajo las

siguientes condiciones de la Tabla 15.

Tabla 15. Condiciones de desfosforilacion del vector pBK-CMV.

Componente Volumen (ul)
pBK-CMV lineal 254
Fosfatasa alcalina (1 U/pl) 1.6
Tampodn desfosforilacion 10x 3

Volumen final 30
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Preparacion de las muestras

El ADN se digiere con los correspondientes enzimas de restriccidon y el
grado de digestion es estimado mediante electroforesis en gel.
Ligacion (Tabla 16)

Tabla 16. Condiciones de ligacién de fragmentos de ADN digeridos.

Componente Volumen (ul)

ADN muestra digerido 4-6

pBK-CMV lineal desfosforilado 1-2

Tampén ligacién 10x 2

T4 ADN ligasa(1 U/ul) 1

Agua estéril Hasta 20
Volumen final 20

Las cantidades de ADN oscilaron para obtener una relacién optima
vector/inserto. El producto de ligacién se precipitdé mediante etanol para
concentrar el ADN y obtener una mayor eficiencia de electroporacion.
Preparacion de células electrocompetentes
Las células de E. coli DH10B se prepararon y usaron habitualmente para
estos ensayos con el siguiente protocolo (fundamental trabajar siempre
en hielo):
a. Inocular una colonia de E. coli DH10B en 5 ml de LB y crecer toda
la noche a 37°C en agitacion.
b. Inocular los 5 ml de medio crecido en 500 ml de LB estéril. Crecer
a 37°C en agitacion (300 rpm) hasta alcanzar una DOgnp=0.5-0.7,
coincidiendo con la fase |logaritmica de crecimiento
(aproximadamente 3 horas).
c. Enfriar el cultivo en hielo durante 15-20 minutos (para detener el
crecimiento).
d. Centrifugar las células a 4200 rpm y 4°C durante 20 minutos.
e. Eliminar el sobrenadante y resuspender en 500 ml de agua estéril

fria. Mezclar bien.
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f. Centrifugar las células a 4200 rpm y 4°C durante 20 minutos.

g. Tirar el sobrenadante y resuspender en 500 ml de agua estéril
fria. Mezclar bien.

h. Centrifugar las células a 4200 rpm y 4°C durante 20 minutos.

i. Tirar el sobrenadante y resuspender en 40 ml de glicerol al 10%
frio. Mezclar bien.

j- Centrifugar las células a 4200 rpm y 4°C durante 20 minutos.

k. Tirar el sobrenadante y resuspender en 200 ul de glicerol al 10%
frio. Hacer alicuotas de 45 ul (una por electroporacion).

5. Electroporacioén y seleccién

a. Se mezcla 1-2 pl de producto de ligacion precipitado en una
alicuota de células competentes (45 pl) situada en hielo.

b. La electroporacion se realizd con el sistema Micropulser (BioRad).
Se aplican pulsos de 2.5 kV y 25 uF.

c. Inmediatamente después del pulso, se anade 1 ml de medio SOC
a temperatura ambiente, se mezcla bien y las células se crecen 1
hora a 37°C en agitacion.

d. Inocular diferentes alicuotas en los medios de seleccion.
Habitualmente los medios fueron LB agar que contenian X-Gal
(para realizar una seccioén blanco/azul), y 30 pg/ml de kanamicina
mas otros antibidticos dependiendo del gen de resistencia a
seleccionar. En nuestro caso:

gnrA: 4 yg/ml de acido nalidixico

Resistencia a B-lactamicos: 50 pg/ml de amoxicilina

Las colonias seleccionadas se analizan mediante restriccion para
comprobar el tamafo del inserto. El patron de resistencia a antibidticos se
examiné mediante discos de difusion y los clones mas interesantes fueron

posteriormente secuenciados.
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4.10.4. Secuenciacién

Para la secuenciacion se usaron cebadores internos de secuencias
conocidas, y cebadores externos localizados en los vectores. Mediante Paseo
Cromosomico se determind el resto de las secuencias, usando nuevos
cebadores a partir de las nuevas secuencias obtenidas. Los cebadores

externos usados fueron (Tabla 23):

pUC18, pCR®2.1 (Invitrogen) y pPCRBIuntll-TOPO (Invitrogen):
M13F 5 GTAAAACGACGGCCAG3’

M13R 5'CAGGAAACAGCTATGAC3’

pBK-CMV (Stratagene):
T3 5'AATTAACCCTCACTAAAGGG3’

17 5 GTAATACGACTCACTATAGGGC3’

4.11. Andlisis de la expresion del gen gnrA

El ARN es un acido nucleico mucho mas inestable y labil que el ADN, de
modo que se degrada muy rapidamente por la accidn de ARNasas tanto
enddégenas como exdgenas. La inactivacion de estas enzimas es fundamental.
Por ello, la mayoria de protocolos llevan soluciones tratadas con DEPC que es
altamente reactivo y capaz de modificar el sitio activo de las ARNasas
inactivandolas. También, las sales de guanidina son potentes inhibidores

proteicos capaces de inactivar las ARNasas sin afectar a la integridad del ARN.
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4.11.1. Aislamiento y purificaciéon de ARN

Método A: High Pure RNA Isolation Kit (Roche)

1. Centrifugar 1 ml de un cultivo crecido toda la noche en medio LB (un
numero total de 10° células, aproximadamente) a 5000 rpm durante 5
minutos.

2. Resuspender el precipitado en 200 ul de Tris 10 mM pH8.0 estéril.

3. Aniadir 4 yl de lisozima (de solucién concentrada de 50 mg/ml), e incubar
10 minutos a 37°C para romper la pared celular.

4. Anadir 400 ul de tampodn de lisis y mezclar bien. Esta solucidn contiene
guanidina, asi ademas de romper las células, se inactiva la totalidad de
ARNasas presentes.

5. Depositar la muestra sobre las columnas de afinidad de silica provistas
por el sistema comercial, y centrifugar entre 15 segundos y 1 minuto a
10.000 rpm. Descartar el sobrenadante. En este momento el ARN se
encuentra unido en la columna.

6. Mezclar 90 pl de tampdn de DNasa y 10 yl de DNasa | (de solucion 18
U/ul) y afadir a la columna. Incubar 60 minutos a 15-25°C.

7. Anadir 500 ul de solucion de lavado 1 y centrifugar entre 15 segundos y
1 minuto a 10.000 rpm. Descartar el sobrenadante.

8. Anadir 500 pl de solucion de lavado 2 y centrifugar como en el paso 7.
Descartar el sobrenadante.

9. AnAadir 200 ul de solucion de lavado 2 y centrifugar 2 minutos a 13.000
rpom para eliminar el liquido residual.

10.Depositar la columna en tubos nuevos y eluir con 50-100 ul agua estéril

tratada con DEPC centrifugando 1 minuto a 10.000 rpm.

El ARN esta listo para ser usado en posteriores aplicaciones.
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Método B: RNeasy® Midi Kit (Qiagen)

1.

Centrifugar hasta 10 ml de un cultivo crecido toda la noche en medio LB
(un numero maximo de 10'° células, aproximadamente) a 5000 rpm
durante 5 minutos a 4°C. Tirar el sobrenadante.

Resuspender en 1 ml de tampon TE pH8.0 que contiene 1 mg/ml de
lisozima. Incubar 5 minutos a temperatura ambiente.

Anadir 4 ml de tampdén RTL mas p-mercaptoetanol (10 upl por 1 ml de
RTL) y mezclar vigorosa y ampliamente.

Centrifugar las bacterias lisadas a 5.000 rpm durante 5 minutos.
Transferir el sobrenadante a un tubo de 15 ml y usar en los siguientes

pasos.

5. Anadir 2.8 ml de etanol al 100% y mezclar.

6. Aplicar la muestra a una de las columnas de silica dadas por el sistema

comercial y centrifugar a 5.000 rpm durante 5 minutos. Tirar el
sobrenadante. Es necesario hacerlo en dos pasos sucesivos debido al
volumen de la columna.

Anadir 4 ml de tampén RW1 y centrifugar a 5.000 rpm durante 5
minutos. Tirar el sobrenadante.

Anadir 2.5 ml de tampén RPE y centrifugar a 5.000 rpm durante 2
minutos. Tirar el sobrenadante.

Anadir 2.5 ml de tampon RPE y centrifugar a 5.000 rpm durante 5

minutos. Tirar el sobrenadante.

10.Eluir el ARN de la columna con 200 pl de agua estéril destilada tratada

con DEPC.

El ARN esta listo para ser usado en posteriores aplicaciones.
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4.11.2. Andélisis por “Northern-blot”

El “Northern-blot” es una técnica usada ampliamente en la medicidn del
tamafio y cantidad de ARNm de un determinado gen en un solo paso en

estudios de expresidn génica.

Las bacterias se crecieron siempre en LB con 100 pug/ml de ampicilina
para asegurar el mantenimiento de los plasmidos en estudio. EI ARN total se
extrajo como se detall6 anteriormente con el sistema High Pure RNA Isolation
kit (Roche).

La cuantificacion y analisis de la calidad del ARN se realiz6 como sigue.
La cuantificacion se realizd mediante espectrofotometria (GeneQuant pro
spectrophotometer, Amersham Pharmacia Biotech) bajo los siguientes

parametros:

DO2%sonm=1......... 38 ug/ml para ARN de cadena simple

Donde la pureza de la muestra fue examinada mediante la razon:

DO260nm

=2.0 — 100% de pureza de ARN de cadena simple
DO280nm

Valores por encima y por debajo de esta razén indican que las muestras

contienen proteinas u otros acidos nucleicos (ADN cromosomico).

Se usaron 10 o 20 yg de ARN total para cada muestra en cada ensayo
de “Northern-blot”. Se siguié un protocolo de separacién de ARN por tamafio
(Electroforesis de ARN Glioxilado en Gel de Agarosa) (Modificado de la

referencia #%°).
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Protocolo:

1. El ARN se desnaturaliza bajo las siguientes condiciones indicadas en la
Tabla 17.

Tabla 17. Condiciones de desnaturalizacion de ARN.

Componente Volumen (ul)

ARN (10-20 pl) X

Glioxal 40% 10

DMSO 100% 20

Agua tratada con DEPC Hasta 50
Volumen final 50

Esta mezcla se mantuvo a 65°C durante 15 minutos o alternativamente a
55°C durante 1 hora.

2. El ARN desnaturalizado se carga en gel de agarosa al 1.2% usando
como tampon de electroforesis 10 mM de NayHPO4 (10 mM NaH,POq,
10mM NayHPO4, pH 7.1), y se corre a 5V/cm a 4°C con recirculacion
hasta que el tampdn de carga migre aproximadamente 8 cm.

3. La transferencia del gel se realiza tras un bano de 20 minutos en
10xSSC como se detalla para el protocolo de “Southern-blot”.

4. Tras la transferencia, la membrana se tifie con azul de metileno para
visualizar la cantidad y calidad de los ARN ribosémicos, posteriormente
se destifie con etanol al 20%. Esta medida se usa para verificar la carga
de ARN de cada muestra y como referencia para estimar el tamafo de
los transcritos posteriormente.

5. El resto del protocolo de hibridacion y deteccion es idéntico al detallado

para “Southern-blot”.

La cuantificacion de las intensidades de senal se realizd6 con el sistema
informatico 71D Image Analysis software (Kodak, Rochester, N.Y., EE.UU.). Los

ensayos se repitieron en triplicado en experimentos independientes.
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4.11.3. Det_erminacién del punto de inicio de la transcripcion y de las
regiones promotoras

La técnica usada para la determinacion del punto de inicio de la

transcripcion, denominada 5°'RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), se

basa en la amplificacion de secuencias de acidos nucleicos entre una

secuencia interna definida y una secuencia desconocida localizada en el

extremo 5" del ARN diana, desde una muestra de ARN mensajero (ARNm) o

total que sirve de molde. &

A partir de la muestra de ARN se realiza una reaccién de
retrotranscripcion, en la que el cebador es una secuencia interna especifica de
nuestra molécula diana (cebador GSP1). Esto permite la conversion del ARN
mensajero especifico en ADN complementario (ADNc). Este ADNc purificado
se pone en presencia de una transferasa terminal, afiadiéndose un
homopolimero de citosinas al extremo 3" del ADNc. Ahora es posible realizar
una PCR convencional en la que se usan como cebadores una secuencia
interna especifica localizada en la region 3" de GSP1 (GSP2) y otro cebador
capaz de hibridar con la cola de citosinas. De este modo es posible amplificar
secuencias desconocidas entre GSP2 y el extremo 5" del ARNm diana. En la

Figura 18 se muestran los pasos a seguir para la realizacion de la técnica.

. ARNm An Hibridacién de GSP1
<= con el ARNm
‘ GSP1
Copiade ARNm a
= A)n ADNc mediante
= = - —— - <= ®) retrotranscripcion
e T T T e T i Degradacién
S 5 mediante ARNasa
. | Creacion de la cola de
3cc.-cc 5 citosinas mediante
‘ transferasa
AAP
szlgclclzgﬂ . Amplificacion con los
3 <= 5 iniciadores GSP2 y AAP
‘ GSP2
——
AUAP
G- G 3 PCR anidada con los
E=CC.CC 5 iniciadores GSP3y

<= AUAP/UAP
GSP3

Figura 18. Resumen de la técnica de 5’RACE usada para la determinacion del punto de
inicio de la transcripcion.
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La eleccion de los cebadores resulta fundamental para el éxito de la técnica.
Estos deben cumplir una serie de condiciones, ademas de las de cualquier otro

cebador. Las condiciones del cebador GSP1 deben ser:

= Presentar una Tm baja. Esto esta en relacion con la temperatura (42°C)
a la que se produce la reaccidn de retrotranscripcion.

» Longitud de 16 a 20 nucledtidos (para facilitar la separacién del cebador
del producto de ADNCc)

» El producto obtenido debe ser de al menos unos 300 pb.

Las condiciones del cebador GSP2 y GSP3 (si se realiza una PCR anidada

posterior) deben ser:

» Presentar un extremo 3 inestable (AG > -9 kCal/mol), lo cual
proporciona mayor especificidad. Esto se obtiene incluyendo no mas de
dos G o C en las 5 ultimas bases del extremo 3.

» La Tm deberia estar entre 55°C y 70°C.

Protocolo: (Trabajar siempre en hielo a 4°C)
Todos los reactivos vienen suministrados por el sistema “5'RACE System for

Rapid amplification of cDNA End, Version 2.0” (Invitrogen).

1. Aislamiento de ARN total
El método empleado para la purificacion de ARN ha sido detallado previamente
(RNeasy® Midi Kit (Qiagen).

2. Sintesis de ADNc
En este paso se sintetiza el ADNc especifico de la molécula de ARN codificada
por el gen en estudio.
Se anade en un tubo estéril de 0.5-ml o en un tubo de 0.2-ml (si usamos un

termociclador) los siguientes componentes indicados en la Tabla 18.
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Tabla 18. Cantidades de ARN y cebador a usar para la sintesis de ADNc.

Componente Cantidad

GSP1 2.5 pmoles (10-25 ng)
Muestra de ARN 1-5 ug

Agua tratada con DEPC Hasta un volumen de 15.5 yl

Incubar esta mezcla a 70°C durante 10 minutos para desnaturalizar el ARN.
Enfriar durante 1 minuto en hielo. Realizar una centrifugacion corta. Afadir los

siguientes componentes indicados en la Tabla 19.

Tabla 19. Condiciones de la reaccion para la sintesis de ADNc.

Componente Volumen (ul)

Tampon de reaccidon a 10x 2.5

MgCl, 25 mM 25

Mezcla de nucleétidos 10mM 1

DTT (ditiotreitol) 0.1 M 2.5
Volumen final 8.5

El volumen al final de este paso es de 24 pl. Mezclar y realizar una
centrifugacion corta. Localizar a 42°C durante 1 minuto. Adadir 1 ul de
retrotranscriptasa (SuperScript ™I RT, Invitrogen) e incubar a 42°C durante 50

minutos.

La composicion final es: 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 2.5 mM MgCly,
10 mM DTT, 100 nM ADNc de GSP1, 400 pM de cada nucledtido (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), 1-5 ug (40 ng/ul) ARN, 200 unidades de SuperScript ™ I
RT.

Incubar a 70°C durante 10 minutos para inactivar la retrotranscriptasa. Realizar

una centrifugacion corta y colocar a 37°C. Aiadir 1 pl de ARNasa (para eliminar
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todo el ARN), mezclar e incubar a 37°C durante 30 minutos. Realizar

centrifugacion corta y colocar en hielo.

3. Purificaciéon de ADNc

Se realiza para eliminar todos los restos de nucleétidos, ARN degradado y

demas componentes. Por cada muestra a purificar hay que calentar 100 pl de

agua esteéril destilada a una temperatura de 65°C.

a)

b)

Anadir 120 pl de solucion de unién (6 M) al producto del paso 2 y
mezclar.

Localizar sobre una columna de purificacion S.N.A.P. y centrifugar 20
segundos a 13.000 rpm.

Descartar el sobrenadante. Afadir 400 ul de tampdn de lavado 1x a 4°C
y centrifugar 20 segundos a 13.000 rpm. Repetir un total de cuatro
veces.

Realizar la misma operacion de lavado con etanol 70% a 4°C dos veces.
Centrifugar 1 minuto a maxima velocidad para eliminar los restos de
etanol.

Transferir la columna a un tubo limpio y eluir el ADNc afiadiendo 50 ul de
agua destilada estéril (precalentada a 65°C). Centrifugar 1 minuto a
13.000 rpm.

4. Adicion de la cola de citosinas al ADNc mediante una transferasa terminal

Diferentes cantidades de ADNc pueden ser usadas en este paso con buenos

resultados. Habitualmente se usaron las concentraciones indicadas en la Tabla

20.

Tabla 20. Condiciones para la adicion de una cola de citosinas.

Componente Volumen (ul)
Agua tratada con DEPC 6.5
Tampon de la transferasa 5x 5.0
dCTP 2mM 25
ADNCc purificado 10
Volumen final 24
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Incubar 2-3 minutos a 94°C. Enfriar 1 minuto en hielo. Realizar una breve
centrifugacion y localizar en hielo. Entonces, afadir 1 pl de transferasa terminal
e incubar 10 minutos a 37°C.

La concentracion final de cada componente en la reaccion es: 10 mM de Tris-
HCI (pH 8.4), 25 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 200 uM dCTP, ADNc y transferasa
terminal.

Calentar durante 10 minutos a 65°C para inactivar la transferasa.
5. PCR 1

Anadir los componentes indicados en la Tabla 21 en un de tubo 0.2-ml de PCR

localizado en hielo.

Tabla 21. Condiciones PCR1.

Componente Volumen (ul)
Agua estéril destilada 31.5
Tampén de PCR 10x 5.0

MgCl, 25mM 3.0

Mezcla de dNTP 10 mM 1.0

GSP2 10 uM 2.0

Cebador AAP 10uM 2.0

ADNCc + cola de citosina 5.0

Volumen final 49.5

Anadir 0.5 yl de Taqg ADN polimerasa (5 unidades/ul) y mezclar.

Composicion final de la reaccion: 20 mM de Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1.5
mM MgClz, 400 nM GSP2, 400 nM AAP, 200 uM de cada nucleétido (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP), ADNc + cola de citosina y 2.5 unidades deTaqg ADN

polimerasa.
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Transferir al termociclador y realizar el siguiente programa:

4min.....ccoooeviiiinann. 94°C......... 1 ciclo
Tmin.......ooooeeiin 94°C
Tmin.....oooo 55°C 35 ciclos
Tmin.....ooo 72°C
TMin....ooooii 72°C......... 1 ciclo
Indefinidamente......... 4°C

Visualizar los productos (5-20 pl) en gel de agarosa (TAE 1x) con bromuro de
etidio 0.5 mg/L.

6. PCR 2 (PCR Anidada)

Para obtener suficiente producto para clonar y secuenciar suele ser necesaria
una segunda ronda de amplificaciones.

Diluir 5 ul de producto de la PCR 1 en 495 ul de agua destilada estéril (dilucién
1:100). Adadir en un tubo de 0.2-ml de PCR los componentes indicados en la
Tabla 22.

Tabla 22. Condiciones PCR2.

Componentes Volumen (ul)
Agua estéril destilada 33.5
Tampdn de PCR 10x 5.0
MgCl; 25 mM 3.0
Mezcla de dNTP 10 mM 1.0
Cebador GSP3 10 uM 1.0
Cebadores AUAP o UAP (Figura 19) 1.0
Producto de PCR diluido 5.0
Volumen final 49.5

Anadir 0.5 yl de Taqg ADN polimerasa (5 unidades/ul) y mezclar.
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Composicion final de la reaccion: 20 mM de Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1.5
mM MgCl,, 200 nM GSP3, 200 nM AUAP o UAP, 200 uM de cada nucleoétido
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), ADN PCR1 diluida y 2.5 unidades de Taq ADN

polimerasa.

Transferir al termociclador y realizar el mismo programa detallado para la PCR
1. Visualizar los productos (5-20 pl) en gel de agarosa (TAE 1x) con bromuro
de etidio 0.5 mg/L.

Iniciador AAP

Miul Spel

5-GGC C@CG ACT AGT ACG GGI IGG GIl GGG lIG-3°
- J

Sall

Iniciador AUAP

Miul Spel

5-GGC C@CG ACT AGT AC-3
- J

Sall

Iniciador UAP

Regién de clonacién Miul

—
5-CUA CUA CUA CUA GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC-3°
(Y

Spel

Figura 19. Secuencia de los iniciadores usados en la técnica de 5’'RACE.
Se indican las dianas de diferentes enzimas de restriccion.

7. Clonacién y Secuenciacion

Estos pasos se realizaron como se detallé anteriormente.
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4.12. Evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana en cepas
gue contienen el gen qgnrA con diferentes sistemas
automaticos

Se compararon los resultados de sensibilidad obtenidos con cuatro
sistemas automaticos frente a quinolonas y pB-lactamicos en cepas que
presentan un plasmido que contienen simultaneamente qnrA y blarox.s. Los

sistemas usados fueron los siguientes:

BD Phoenix (BD Diagnostic Systems, Sparks, Md, EE.UU.)

= MicroScan WalkAway (Dade Behring, Inc., West Sacramento, Calif.,
EE.UU.)

= VITEK-2 (bioMérieux-Vitek, Hazelwood, Mo, EE.UU.)

= Wider (Francisco Soria Melguizo, S.A., Madrid, Espafa para Dade
Behring, Inc., West Sacramento, Calif., EE.UU.)

Como método de referencia se us6 el método de microdilucién en caldo,

detallado anteriormente.>® Se estudiaron los siguientes antimicrobianos:

Quinolonas: ciprofloxacino, acido nalidixico, norfloxacino y ofloxacino

B-lactamicos: ampicilina, cefotaxima, cefoxitina y ceftazidima

Los sistemas automaticos se usaron de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, incluido el tamano de in6culo. Las tarjetas y paneles y los rangos de

concentraciones (ug/ml) usados por estos sistemas son:

= BD Phoenix: NMIC/ID-12 Combo (ampicilina, 4-16, cefotaxima, 1-16,
cefoxitina, 4-16, ceftazidima, 1-16, ciprofloxacino, 0.125-2, acido

nalidixico, 8-32 y norfloxacino, 2-8)
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MicroScan WalkAway 96: panel Combo Negative type 1S (ampicilina,
4-16, cefotaxima, 0.5-32, cefoxitina, 8-16, ceftazidima, 1-16,

ciprofloxacino, 0.12-2 mg/L; ofloxacino, 0.5-4 mg/L)

Wider: panel Gram Negative MIC (cefoxitina, 4-16, ceftazidima, 0.5-

16, ciprofloxacino, 0.12-4, acido nalidixico, 4-16)

Vitek-2 (BioMerieux): AST-N020 (ampicilina, 4-32, cefotaxima, 1-32,
cefoxitina, 8-32, ceftazidima, 1-32, ciprofloxacino, 0.5-4, ofloxacino,
0.5-4, norfloxacino, 1-32).

Las CMI obtenidas se convirtieron a su correspondiente categoria clinica

(sensible, intermedio o resistente de acuerdo a los criterios del CLSI).*®

Los diferentes tipos de errores cometidos por los sistemas automaticos

se catalogaron como:

Errores maximos (EM): el organismo fue definido como resistente por

el método de referencia y sensible por el sistema automatico.

Errores mayores (Em): el organismo fue definido como sensible por

el método de referencia y resistente por el sistema automatico.

Errores menores (em): el organismo fue definido como sensible o
resistente por el método de referencia o por el sistema automatico e

intermedio por el otro método.

Todos los EM y Em se repitieron dos veces por ambos métodos para

constatar su veracidad.
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4.13. Eficacia de fluoroquinolonas en la neumonia experimental
murina por cepas de Klebsiella pneumoniae productoras
de QnrA

4.13.1. Cepas bacterianas, antimicrobianos y animales
Cepas Bacterianas

Se usaron dos cepas isogeénicas derivadas de la cepa previamente
publicada K. pneumoniae C2.'*®'°01%" Esta cepa carece de p-lactamasas y no
produce las porinas OmpK35 y OmpK36. Ademas contiene una mutacién en el
gen gyrA en el codon 83 (TCC->TTC) la cual produce una sustitucion de serina
por fenilalanina (Ser83Phe) en la region QRDR de la proteina asociada a
resistencia a quinolonas. Ademas posee un mecanismo de expulsion activa de

quinolonas.

K. pneumoniae C2pMG252 es un transconjugante derivado de K
pneumoniae C2, que contiene el plasmido pMG252 que codifica gnrA."" Este
es un transconjugante estable en el cual el plasmido no se pierde si se crece

en ausencia de antimicrobianos de seleccidn.

Antimicrobianos

Los antimicrobianos en estudio fueron ciprofloxacino (Bayer), levofloxacino

(Roussel Uclaf) y moxifloxacino (Bayer).

Animales

Se emplearon hembras de raton C57BL/6 de 20-24 gramos, cuya caracteristica

principal para nuestro estudio es que son inmunocompetentes.

4.13.2. Sensibilidad in vitro
Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)

La CMI se realizd por el método de microdilucidn como se detallé en el
apartado Método de Microdilucion. Se estudio la actividad de fluoroquinolonas

frente a tres indculos bacterianos diferentes (10°, 10°y 10" UFC/ml).
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Concentracion Minima Bactericida (CMB)

La CMB se determind mediante subcultivo en placas de MHA sin
antibiético de las alicuotas de 100 pl de los pocillos de las placas de
microdilucion de concentracion igual o mayor a la CMI del antimicrobiano
correspondiente. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 horas y se realizd
recuento de colonias viables. La CMB se determiné como la concentracién de

antimicrobiano que eliminé al 99.9% del in6culo original.

4.13.3. Curvas de letalidad

Se realiz6 en medio MHB a concentraciones de 1x y 4x la CMI. En cada
experimento se evalud en paralelo un control sin antibiético. El indculo inicial

usado en estos ensayos fue 10° UFC/ml.

Protocolo:

1. Las células se crecen en presencia del antimicrobiano (1x y 4x la CMI) a
37°C sin agitacion.

2. A diferentes tiempos, tras la adicién del antimicrobiano (0, 2, 4, 8 y 24
horas), se realizan recuentos de células viables inoculando 100 pl de
distintas diluciones en placas de MHA sin antibidtico.

3. Tras 48 horas de incubacion a 37°C, se realiza el recuento de bacterias
viables (UFC/ml).

El poder bactericida se cuantifica por el tiempo necesario para alcanzar una

caida de 3 log+o del indculo inicial.

4.13.4. Parametros farmacocinéticos

Los niveles plasmaticos de ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino
se determinaron después de inyectar una unica dosis intramuscular de cada
antimicrobiano. Las dosis administradas fueron 20 mg/kg para ciprofloxacino y
moxifloxacino, y 25 mg/kg para levofloxacino. Después de 10, 15, 30, 60, 90,
120 y 150 minutos, se extrajo sangre del plexo periorbital de los ratones

anestesiados, en grupos de tres ratones en cada punto de tiempo (Figura 20).
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Figura 20. Extraccion sanguinea del plexo periorbital de los
ratones anestesiados. A: Incision del plexo periorbital; B y C:
Extraccion de la sangre para la realizacién del bioensayo.

Las concentraciones plasmaticas de los antimicrobianos se calcularon
mediante un bioensayo, usando como cepa indicadora Staphylococcus
epidermidis ATCC 27626. La variacion intra-dia e inter-dia de los ensayos fue
6.27%+1.45 y 5.96%+0.57% para ciprofloxacino, 7.82%%10.11% vy
7.18%+9.03% para levofloxacino, y 4.45%+3.49% y 4.97%+1.98% para
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moxifloxacino. Los coeficientes de regresion lineal de estos ensayos fueron:
0.96+0.04, 0.99+0.07 y 0.88+0.07, respectivamente, siendo los limites
inferiores de deteccion 0.9, 0.9 y 0.1 ug/ml. A partir de estos datos, se
determinaron los siguientes parametros farmacocinéticos usando el programa
PKCALC.?%

= Concentracion maxima (Cmax, mg/L)
= Area bajo la curva concentracién-tiempo (AUC, mg h/L)

= Semivida bioldgica (ty, , h)

4.13.5. Modelo de neumonia experimental en raton

Para la produccion de neumonia en ratones se siguid un protocolo
modificado del modelo de Esposito y Pennington,> el cual ha sido publicado
anteriormente.?'® Los ratones se anestesian con 20 pl de thiopental sodico al
5% inyectado intraperitonealmente. Manteniendo el ratéon suspendido
verticalmente, con el cuello hiperextendido, la traquea es canulada con una
aguja de punta roma, confirmandose la posicidn correcta mediante la sensacion
de contacto del extremo de la aguja con el cartilago traqueal. La aguja se
conecta con una jeringa Hamilton (Hamilton Co., Reno, NV, USA) y se inyecta
lentamente 50 pl de la suspension bacteriana, preparada a partir de cultivo en
TSB crecido durante 18 horas a 37°C, mezclada al 50% con mucina porcina
diluida al 10% en solucién salina, siendo el indculo aproximadamente de 108
UFC. Los ratones se dejan en posicion vertical durante 3 minutos y luego son

colocados en un angulo de 30° hasta despertar (Figura 21).

4.13.6. Tratamiento antimicrobiano

Se realizdé para evaluar la efectividad de diferentes tratamientos. Se
inocularon 65 ratones con la cepa K. pneumoniae C2, y otros 65 con la cepa K.
pneumoniae C2pMG252. Los animales se dividieron en 4 grupos que durante

72 horas recibieron los siguientes tratamientos:
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=  Grupo control (no tratado, n=20)
» Tratamiento con ciprofloxacino (80 mg/kg/dia, n=15)
» Tratamiento con levofloxacino (100 mg/kg/dia, n=15)

» Tratamiento con moxifloxacino (80 mg/kg/dia, n=15)

La primera dosis de cada antibiético se administré 4 horas después de la
inoculacion, con el siguiente esquema de dosificacion: 20, 20 y 40 mg/kg a las
8, 14 y 20 horas, respectivamente para ciprofloxacino y moxifloxacino; y 25, 25

y 50 mg/kg a las 8, 14 y 20 horas, respectivamente para levofloxacino.

La mortalidad se analizé a las 72 horas. Los ratones supervivientes se
sacrificaron 4 horas después de la ultima dosis administrando una cantidad
letal de thiopental sédico (Braun Medical, Barcelona, Espafa)
intraperitonealmente. Todos los ratones se analizaron inmediatamente después

de la muerte.

Se realizé una toracotomia para extraer el corazén y los pulmones. Los
pulmones se pesaron y se procesaron para cuantificar la cantidad de bacterias,
previa homogenizacion en 2 ml de soluciéon salina estéril (Stomacher 80
Tekmar Co., Cincinnati, OH, USA). Tras una dilucion 1:10, las alicuotas se
sembraron en agar sangre Columbia e incubaron durante 24 horas a 37°C. La

cuantificacion se expresé como la mediat+SD (desviacion estandar).

Las muestras de pulmon se procesaron para estudios histoldgicos en 5
ratones de cada grupo. Los pulmones se fijaron en formaldehido al 10%, y una
vez embebidos en parafina se cortaron en secciones de 4 ym. Los cortes se

estudiaron por microscopia 6ptica.

Para confirmar que las fluoroquinolonas no fueron toxicas, se trataron y

analizaron grupos de 5 ratones no infectados durante 72 horas.
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Anestesia Inoculacion

Figura 21. Manejo de los animales durante la inoculacién bacteriana y posterior tratamiento.
Anestesia: Dosis intraperitoneal con thiopental sddico. Inoculacidon: inoculacién con 50 ul de la
suspension bacteriana. Post-inoculacion: Suspension vertical durante tres minutos para
favorecer el inicié de la infeccidon. Tratamiento: dosis intraperitoneal de antimicrobiano.

Para el analisis estadistico se utilizé un test para comparacion de medias
(ANOVA) de los distintos grupos de estudio. Cuando la diferencia fue
significativa, la comparacion entre los grupos se realizé mediante los test “post-
hoc” de Dunnett y Tukey-Kramer. La frecuencia de supervivientes se analizd
mediante el test exacto de Fisher. Se us6 el programa estadistico SPSS
versiéon 12.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).

4.13.7. Seleccion y caracterizaciéon de mutantes resistentes

La seleccion de mutantes derivados de las cepas C2 y C2pMG252 se
realizé tanto in vitro como in vivo. In vivo, los homogeneizados de pulmon se
inoculan en placas de MHA que contienen 4xCMI de ciprofloxacino,
levofloxacino o moxifloxacino, tanto para una como otra cepa. Se usan los
pulmones de los 15 ratones tratados de cada grupo. Las placas se incuban a

37°C durante 48 horas, y se realiza el recuento de colonias. In vitro, los
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mutantes se seleccionan bajo las mismas condiciones usando una suspension

de bacterias crecidas en TSB (35°C, 20 horas) como inoculo.

La frecuencia de mutantes se calculé como la razén entre el numero de
colonias de las placas que contienen 4xMIC del antimicrobiano correspondiente

y el indculo original.

Se seleccionaron hasta 8 colonias de cada placa para estudios
posteriores de sensibilidad. Los mutantes estables se tomaron como aquellos
que mantuvieron el fenotipo de resistencia tras dos pases consecutivos en
MHA sin antibiotico. Para cada colonia seleccionada se determina la actividad
de las tres fluoroquinolonas. Los mutantes verdaderos se definieron como
aquellos en los que la CMI del antimicrobiano con el que se selecciond

aumento al menos 4 veces con respecto a la cepa original.

También se obtuvieron mutantes desde placas en las que se establecio
un gradiente de concentracion de antimicrobiano, en las que la concentracion

maxima fue 16xMIC.

El producto de la amplificacion de la region QRDR de los genes gyrA 'y
parC de los mutantes seleccionados se secuencid. Los cebadores usados para

la amplificacion y secuenciacion se indican en la Tabla 23.
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Tabla 23. Oligonucleétidos usados en esta tesis doctoral.

Nombre Experimento Secuencia (5'23") Localizacion Fuente o referencia
REP1 REP-PCR IIGCGCCGICATCAGGC 260

A3 RAPD-PCR AGTCAGCCAC 2

272 RAPD-PCR AGCGGGCCAA 2

M13F Secuenciacion GTAAAACGACGGCCAG

M13R Secuenciacion CAGGAAACAGCTATGAC

T3 Secuenciacion AATTAACCCTCACTAAAGGG

T7 Secuenciacién GTAATACGACTCACTATAGGGC

CR-A PCR CACTWCCACATGCTGTKKC Elementos CR P. Nordmann
CR-B PCR CGCTTGAGSCGTTGCRYCC Elementos CR P. Nordmann
ORF513D3 PCR CTCACGCCCTGGCAAGGTTT orf513 144
ORF513D5 PCR CTTTTGCCCTAGCTGCGGT orf513 144
ORF513-F PCR GAAGTCTGCGAACACTGCGGC orf513 Este estudio
SUL1-R PCR CATCTGATCGGACAGGGCGTC sult Este estudio
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qnrA1
qnrA2
qnrA
qnrB

gnrS-A
qnrS-B

CTX-MA1
CTX-MA2

dfrB
dfrF

SPM-1A
SPM-1B

GSP1-gnrA
GSP2-gnrA
GSP3-gnrA

GSP1 'bIaCTx_M_g
GSP2-bla CTX-M-9
GSP3-bla CTX-M-9

PCR/Secuenciacion
PCR/Secuenciacion
PCR
PCR

PCR
PCR

PCR
PCR

PCR
PCR

PCR
PCR

5’RACE
5’RACE
5’RACE

5’RACE
5’RACE
5’RACE

ATCCAGATCGGCAAAGGTTA
GATAAAGTTTTTCAGCAAGAGG
GGGTATGGATATTATTGATAAAG
CTAATCCGGCAGCACTATTA

CAATCATACATATCGGCACC
AGTTCTTGCTGCCAGGCTGC

SCSATGTGCAGYACCAGTAA
CCGCRATATGRTTGGTGGTG

ATGCGCAGCATTTGGGTGTC
GTTATGGAGCAGCAACGATG

CTGCTTGGATTCATGGGCGC
CCTTTTCCGCGACCTTGATC

AAGTACATCTTATGGCTGACTTGA
ATGAAACTGCAATCCTCGAAACTG
TGGCTGAAGTCACACTGATAAAAG

CCAGCGCATGACCCAGCGTAAC
GCGTCATTGTGCCGTTGACGTGT
GCACCGCACTCGTCTGCGCATA

qnrA
qnrA
qnrA
qnrA

qnrS
qnrS

genes bla crxm

genes bla ctxm

genes dfr

genes dfr

bla spy.1

bla spu-1

qnrA
qnrA
qnrA

blactx-m-9
blacrx-w-o

blactx-m-9

GA Jacoby

GA Jacoby
144

144

Este estudio

Este estudio

125

125

Este estudio

Este estudio

202

202

144
144

144

Este estudio
Este estudio

Este estudio
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GSP1-bla CTX-M-2 5RACE CGCGAGCGGCGTGGTGGTAT b/aCTx_M_z Este estudio

GSP2-bla CTX-M-2 5RACE CGTTCATCGGCACGGTAGAGAA blacTtx-m-2 Este estudio
GSP3-bla CTX-M-2 5RACE CCAAGCCGACCTCCCGAACTT blacTtx-m-2 Este estudio
GSP1-dfrA10 5’'RACE GCACCCCAACCAGCGAAGCT dfrA10 Este estudio
GSP2-dfrA10 5’'RACE GCACTTCGTGCTCTGTGATAGTT dfrA10 Este estudio
GSP3-dfrA10 5’RACE GCCTTGATTACCGAATGCTCT dfrA10 Este estudio
GSP1-bla spy-1 5'RACE CGTCTCCGCGCCCATCTTCTT blaspy.1 Este estudio
GSP2-bla SPM-1 5RACE CGCGGTCTGTGACGACGAAA blaspm-1 Este estudio
GSP3-bla spy-1 5’'RACE GCAAGTCGACATGATCCGAACT blaspy.1 Este estudio
AAP 5'RACE GGCCACGCGTCGACTAGTACGGGIIGGGIIGGGIIG Invitrogen
AUAP 5’'RACE GGCCACGCGTCGACTAGTAC Invitrogen
UAP 5’'RACE CUACUACUACUAGGCCACGCGTCGACTAGTAC Invitrogen
gyrA-1 PCR/Secuenciacion AAATCTGCCCGTGTCGTTGGT gyrA V.J. Benedi
gyrA-2 PCR/Secuenciacion GCCATACCTACGGCGATACC gyrA V.J. Benedi
parC-A PCR/Secuenciacion CTGAATGCCAGCGCCAAATT parC V.J. Benedi
parC-B PCR/Secuenciacién GCGAACGATTTCGGATCGTC parC V.J. Benedi
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FOX-1F
FOX-1R

AmpR-1
AmpR-2
AmpR-3

1IS6100-A
1IS6100-B

PreQnrAa

PreQnrAb

PreQnrVV1
PreQnrVV2
PreQnrVP1
PreQnrVP2
PreQnrPP1
PreQnrPP2

PCR/Secuenciacion

PCR/Secuenciacion

PCR
PCR
PCR

PCR
PCR

PCR/Clonacion
PCR/Clonacion
PCR/Clonacion
PCR/Clonacion
PCR/Clonacién
PCR/Clonacion
PCR/Clonacién
PCR/Clonacién

ATGTGGACGCCTTGAACT
CACCACGAGAATAACCAT

TGCGGCGATTGAGCTGAATG
ATGTTGAGGAGAGTGCACTGC
GTTTCCGTACGGGACTGTAAC

GAAAGAGTTAGCACCCTCCC
CTAATCCGGCAGCACTATTA
TGGCGATTTAAGCCACTTG
TTCTTGGTCTAACGAGCTCG
TCTCGCTAAGGCTCGTAGC
TTCCTCGTCGAGGTTATTCG
TTGTTAGGTGATAACCTTCGG
CAATATTGTTAACGGTGCGC

genes blarox

genes blagox

ampR?
ampR?®
ampR?®

1IS6100
1S6100

Pre-gnrA (S. algae)”

Post-qnrA (S. algae)°

Pre-qnrVV (V. vulnificus)
Post-gnrVV (V. vulnificus)
Pre-qnrVP (V. parahaemolyticus)
Post-gnrVP (V. parahaemolyticus)
Pre-qnrPP (P. profundum)
Post-gnrPP_(P. profundum)

T

. Nordmann

]

. Nordmann

]

. Nordmann

o

. Nordmann

T

. Nordmann

Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio
Este estudio

Este estudio

@ Gen ampR segun la secuencia de Morganella morganii.
® Pre- hace referencia a que el cebador se localiza en la region 5 anterior al gen.
¢ Post- hace referencia a que el cebador se localiza en la region 3 posterior al gen.
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S. RESULTADOS

5.1. Estudio de prevalencia del gen qnrA

Estudio de prevalencia A

En este estudio, se analizaron un total de 425 cepas clinicas para
determinar la presencia del gen qgnrA. Esta coleccion consté de 159 K.
pneumoniae y 266 E. coli y presentaba una distribucién heterogénea en cuanto
a sus origenes geograficos (Tabla 24). Las cepas se obtuvieron de distintos
estudios de seguimiento de resistencias: SENTRY (75 K. pneumoniae y 75 E.
coli), GEIH-BLEE 2000 (10 K. pneumoniae y 108 E. coli), coleccion del Hospital
Universitario Virgen Macarena (45 K. pneumoniae y 70 E. coli), un estudio
multicéntrico en EE.UU. (11 K. pneumoniae y 13 E. coli), estudio ICARE (5 K.

pneumoniae) y otras fuentes. 2°:93107:240.257

Las caracteristicas sobre el origen de las cepas en esta coleccion se
muestran en la Tabla 24. 57 aislados clinicos (13.41%) fueron productores de
B-lactamasas de tipo AmpC plasmidicas (pACBL) o bien (en el caso de los
aislados de K. pneumoniae) presentaron un fenotipo compatible con la

produccion de pACBL, que incluye resistencia a cefoxitina de acuerdo a las
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normas del CLSI,*® produccion de porinas de membrana externa (previamente
determinado por electroforesis en gel de poliacrilamida mediante SDS-PAGE) y
la expresion de una B-lactamasa inhibida por cloxacilina, pero no por acido
clavulanico (usando inhibicion in situ sobre geles de isoelectroenfoque).?®
Ademas, 381 cepas clinicas (89.64%) presentaron un perfil de resistencia a

ciprofloxacino, de acuerdo a las normas de CLSI.*®

Como controles positivos se usaron la cepa K. pneumoniae UAB1 y un
transconjugante derivado de E. coli J53 conteniendo el plasmido pMG252 para
verificar la presencia de gnrA mediante PCR, "' y la cepa E. coli (pBCH2.6)

como control positivo para gnrS.%

Tabla 24. Origen de los 425 aislados clinicos de K. pneumoniae y E. coli usados en el estudio
de prevalencia A.

sasete Numero de : : .
Cepas Origen Estudio/Referencia
25 Europa
25 Latino-América Estudio SENTRY
E. coli 25 EE.UU.
(n=266) 108 Espaiia (40 centros) Estudio GEIH-BLEE 2000 *
70 Sevilla, Espafia Hosp. Univ. V. Macarena
13 EE.UU. Multicenter study (GA Jacoby) '
25 Europa
25 Latino-América Estudio SENTRY
25 EE.UU.
10 Espafa (40 centros) Estudio GEIH-BLEE 2000 **
K. pneumoniae 45 Sevilla, Espafia Hosp. Univ. V. Macarena
(n=159) 3 Barcelona, Espafa Dr. J. Lifares
Atenas, Grecia L. Tzouvelekis**’
3 EE.UU. P. Bradford”
11 EE.UU. Estudio Multicéntrico (GA Jacoby)'"’
5 EE.UU. Proyecto ICARE, F. Tenover 2*°
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El gen gnrA se detect6 mediante PCR en 3 cepas clinicas de K.
pneumoniae (N5, 1960, 1132) de un total de 159 cepas (0.7%). Ninguno de los
266 aislados clinicos de E. coli resulté positivo mediante PCR para qnrA
(Figuras 22 y 23). Las 3 cepas de K. pneumoniae que contenian el gen qnrA
fueron resistentes a acido nalidixico (con una CMI igual o mayor de 32 ug/ml).
Solo la cepa 1132 fue resistente a ciprofloxacino (con una CMI de 4 pug/ml), la
cepa N5 fue sensible (con una CMI de 0.25 ug/ml), y la cepa 1960 presentd
sensibilidad (con una CMI de 1 ug/ml). La secuencia del gen qnrA fue idéntica a
la previamente descrita por Tran y col.?®® Estas cepas, ademas, contienen el
gen blarox-5 que codifica la B-lactamasa plasmidica tipo AmpC FOX-5, como se

comprobd mediante PCR y secuenciacion.

123 4567 8 910111213

Figura 22. PCR de las cepas de K. pneumoniae que contienen el gen qnrA detectadas en el
estudio de prevalencia A y sus respectivos transconjugantes que contienen o no dicho gen. Lineas
1y 13: Marcador de pesos moleculares de 100 pb, linea 2: E. coli J53 Rif? (control negativo), linea
3: E. coli J53 Rif? pMG252 (control positivo), linea 4: K. pneumoniae N5; linea 5: K. pneumoniae
1960; linea 6: K. pneumoniae 1132, linea 7: tranconjugante procedente de la K. pneumoniae N5
que contiene qnrA, linea 8: transconjugante procedente de la K. pneumoniae N5 que no contiene
gnrA, linea 9: transconjugante procedente de la K. pneumoniae 1960 que contiene qnrA, linea 10:
transconjugante procedente de la K. pneumoniae 1960 que no contiene qgnrA, linea 11:
transconjugante procedente de la K. pneumoniae 1132 que no contiene qnrA, linea 12: control
negativo (muestra sin ADN).

Ademas, en el estudio por PCR aparecieron una serie de falsos positivos
en algunos aislados clinicos de E. coli en los que amplificé una banda de 450
pb aproximadamente, en vez del producto especifico esperado para qnrA de

543 pb. Diversos intentos para secuenciar este fragmento fracasaron. Cuando
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se realizé la deteccién de qnrA mediante “Dot-blot” usando como sonda el
fragmento de 543 pb especifico de qnrA, en estas mismas cepas no se obtuvo
sefal alguna, constatando la presencia de qnrA en las cepas de K. pneumoniae
UAB1, N5, 1960 y 1132 y eliminando la duda de los falsos positivos (Figura 23).

N P - UABI

1008

Figura 23. Deteccion mediante Dot-blot del gen gnrA en las colecciones de cepas
estudiadas (Estudio de prevalencia A). CN (cepa E. coli J53), control negativo; CP o
CP1 (cepa E. coli J53p) y CP2 (cepa K. pneumoniae UAB1), controles positivos para
gnrA. A: Cepas de K. pneumoniae de los estudios SENTRY e ICARE. B: Cepas de K.
pneumoniae del estudio SENTRY. C: Cepas de E. coli del estudio SENTRY.

La cepa de K. pneumoniae N5 se aisldo en el estudio SENTRY en
Wilmington, DE, EE.UU. en 1997 (informacion personal facilitada por el doctor
D. Biedenbach, The JONES Group, JMI Lab, North Liberty, 1A, EE.UU.). La
cepas de K. pneumoniae 1960 y 1132 se aislaron durante el proyecto ICARE,
ambas en la misma institucion en Carolina del Norte en 1995 y 1996,
respectivamente (informacién personal facilitada por el doctor F. Tenover,

Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, EEUU).

En este estudio de prevalencia se analizé la presencia del gen gnrS en
las 3 cepas de K. pneumoniae (N5, 1960,1132) qnrA positivas, y la cepa control
K. pneumoniae UAB1."' Ninguna de estas cepas fue positiva mediante PCR

para gnrS.
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Estudio de prevalencia B

En este segundo estudio de prevalencia, se analizé mediante PCR una
coleccidn de cepas clinicas aisladas en Australia. La cepa E. coli Lo se usé
como control positivo para verificar la presencia de gnrA mediante PCR, ™y la
cepa E. coli (pBCH2.6) se usé como control para gnrS.%° Se estudiaron en total
23 aislados clinicos de enterobacterias, todos ellos resistentes a ciprofloxacino,
aislados en 2002 desde el area metropolitana de la ciudad de Sydney, en
Australia. Las cepas se aislaron durante un periodo de dos meses a partir de
muestras de orina. Esta coleccion consté de 11 Klebsiella pneumoniae, 8
Escherichia coli, 1 Enterobacter cloacae, 1 Enterobacter agglomerans, 1
Proteus mirabilis y 1 Citrobacter youngae. Ademas, en este estudio de
prevalencia se incluyeron las cepas E. coli EC158 y K. pneumoniae K149,
aisladas en Melbourne en septiembre de 2002 y productoras de la metalo- 13-
lactamasa IMP-4.2** 16 de los aislados (69.5%) fueron productores de p-

lactamasas de espectro extendido (BLEE).

En esta coleccion 2 de las 25 cepas (8%) contenian el gen gnrA. En
ambos casos, la secuencia del gen qnrA fue idéntica a la previamente descrita
por Tran y col.?*° La cepa K. pneumoniae K149, previamente descrita ?** y que
contenia los genes de resistencia a B-lactamicos blaspy-12 y blawp-4, fue positiva
para dicho gen. Esta cepa presenté sensibilidad intermedia a acido nalidixico y
fluoroquinolonas (Tabla 25), y ademas fue resistente a ampicilina, amoxicilina,
ceftazidima, ticarcilina, ticarcilina+acido clavulanico, imipenem, fosfomicina,
tetraciclina, cloranfenicol, trimetroprim+sulfametoxazol, tobramicina,
gentamicina, kanamicina, rifampicina y sulfamidas (Figura 24). Un segundo
aislado clinico, que ademas contenia el gen blaspv-12, resulté gnrA positivo
mediante PCR. Esta cepa fue resistente a quinolonas y fluoroquinolonas (Tabla
25, Figura 24) y, ademas, a ampicilina, amoxicilina, ceftazidima, tetraciclina,
cloranfenicol, trimetroprim+sulfametoxazol, aminoglucdésidos, rifampicina vy
sulfamidas (Tabla 25, Figura 24).
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En este segundo estudio de prevalencia se analiz6 al mismo tiempo la
presencia del gen qnrS. Ninguna de las cepas estudiadas fue positiva mediante

PCR para dicho gen.
No se analizé la prevalencia de qnrB en ninguno de los dos estudios de

prevalencia debido a que su secuencia nucleotidica no se encontraba
disponible en el momento de la realizacion de estos estudios.

K. pneumoniae K149 E. cloacae Qn17

Figura 24. Antibiogramas de las cepas K. pneumoniae K149 y E. cloacae Qn17.
La nomenclatura de los discos se especifica en el Anexo 2.
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Tabla 25. Sensibilidad a quinolonas, B-lactamicos y otros antimicrobianos de los aislados clinicos que contienen qnrA y sus respectivos
transconjugantes (TC) obtenidos en los estudios de prevalencia A y B. Los valores de CMI se expresan en ug/ml.

Antimicrobiano UAB1 U.IA_gl N5 .’Flg 1960 1%6:0 1132 K149 K.[].'ég Qni7 E. coli J53 Az® | E. coli J53 Rif"
Acido Nalidixico 32 32 32 32 >256 32 >256 16 16 >256 4 4
Ciprofloxacino 2 0.5 0.25 0.125 1 0.125 4 1 0.25 16 0.008 0.008
Ofloxacino 16 1 2 0.5 4 0.5 16 4 1 >32 0.06 0.06
Levofloxacino 1 0.5 0.25 0.125 0.5 0.125 2 1 0.125 16 0.015 0.015
Norfloxacino 16 2 2 1 4 1 16 2 1 32 0.06 0.06
Moxifloxacino 1 0.25 0.5 0.125 0.125 2 1 >32 0.008 0.008
Sparfloxacino 16 0.5 2 1 >32 0.015 0.015
Clinafloxacino 0.25 0.25 0.125 0.5 0.125 2 0.004 0.004
Trovafloxacino 2 8 2 16 0.5 32 0.015 0.015
Ampicilina >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128 2 2
Amoxicilina-clav. 16 4 16 8 16 4 16 2 2
Ampicilina-sulb. 64 16 64 16 64 16 64 1 1
Piperacilina >256 256 >256 256 >256 128 >256 1 1
Piperacilina-taz. 8 4 8 4 8 4 16 0.5 0.5
Cefoxitina >128 128 128 32 256 32 >256 2 2
Cefotaxima 8 8 8 2 4 2 8 <0.016 <0.016
Ceftazidima 64 16 32 8 16 8 64 0.047 0.047
Cefepima 0.25 0.047 0.25 0.064 0.19 0.047 0.5 <0.016 <0.016
Aztreonam 1 0.38 0.75 0.5 0.75 0.38 2 0.047 0.047
Imipenem 0.125 0.064 0.19 0.064 0.25 0.064 0.19 0.064 0.064
Meropenem 0.023 0.006 0.023 0.012 0.023 0.006 0.032 0.006 0.006
Amikacina 1.5 0.25 1.5 0.38 1 0.25 1.5 0.19 0.19
Tobramicina 12 1 12 2 16 1 16 0.125 0.125
Gentamicina 6 0.75 4 0.75 6 0.25 6 0.094 0.094
Cloranfenicol 64 24 48 24 96 16 >256 4 4
Tetraciclina 1 1 1 1 1 1 3 1 1
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5.2. Epidemiologia molecular de aislados que contienen el gen
gnrA

Para determinar la relacién clonal de las cepas de K. pneumoniae
aisladas en EE.UU. se realizaron experimentos de electroforesis en campo
pulsante (PFGE). Las cepas no estuvieron relacionadas clonalmente como se
puede observar en la Figura 25, de acuerdo a los criterios de Tenover F., ya
que difirieron en 3 0 mas bandas.?*® Estos resultados se confirmaron mediante
REP-PCR (Figura 26).

Figura 25. Patrén de PFGE de las cuatro cepas de K.
pneumoniae aisladas en EE.UU. que contienen el gen
gnrA. Lineas 1 y 6: marcador de peso molecular S.
aureus NCTC 8325 digerido con Smal, linea 2: K
pneumoniae UAB1, linea 3: K. pneumoniae N5, linea 4:
K. pneumoniae 1960, linea 5: K. pneumoniae 1132.
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Figura 26. Patron de REP-PCR de las cuatro cepas de K.
pneumoniae aisladas en EE.UU. que contienen el gen
gnrA. Lineas 1 y 6: marcador de peso molecular 300pb-
10kb (Dominion, Cordoba, Espafa), linea 2: K
pneumoniae UAB1, linea 3: K. pneumoniae N5, linea 4: K.
pneumoniae 1960, linea 5: K. pneumoniae 1132. Los
tamafios de la escalera se expresan en pb.

5.3. Movilidad del gen gnrA

5.3.1. Localizacion plasmidica

gnrA mostré una localizacion plasmidica en las cepas K. pneumoniae
N5, K. pneumoniae 1960, K. pneumoniae 1132 y K. pneumoniae K149. En
cambio la cepa E. cloacae Qn17 no mostro la presencia de plasmidos en gel de
agarosa, y diversos intentos por transferir qnrA a un receptor sensible por
conjugacion (en E. coli J53Az") o transformacién (en E. coli DH10B)
fracasaron. En la Figura 27 se muestra el perfil plasmidico de la K. pneumoniae
UAB1 y las tres K. pneumoniae que contiene gnrA procedentes del estudio de
prevalencia A (N5, 1960 y 1132), asi como de sus transconjugantes derivados.
En los 4 casos se identificdé un plasmido de aproximadamente 160-kb que

contenia el gen qnrA como se verifico mediante ensayos de hibridacion con
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sonda. K. pneumoniae K149 también presentd un plasmido de 160-kb que

contenia el gen qnrA.

A 1 2 34 5 6 7 8 91011 12 13 14 15
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Figura 27. Perfil plasmidico de las cepas de K. pneumoniae detectadas en el estudio de
prevalencia A que contienen el gen qnrA (A) y deteccion mediante hibridacion con sonda del
plasmido hospedador de qnrA (B). Lineas 1y 15: E. coli 50192, lineas 2 y 14: E. coli V517,
linea 3: K. pneumoniae UAB1, linea 4: K. pneumoniae N5, linea 5: K. pneumoniae 1960,
linea 6: K. pneumoniae 1132, linea 7: transconjugante procedente de la K. pneumoniae
UAB1 que contiene gnrA, linea 8: transconjugante procedente de la K. pneumoniae N5 que
contiene gnrA, linea 9: transconjugante procedente de la K. pneumoniae 1960 que contiene
qnrA, linea 10: transformante procedente de la K. pneumoniae 1132 que contiene qnrA,
linea 11: transconjugante procedente de la K. pneumoniae N5 que no contiene qnrA, linea
12: transconjugante procedente de la K. pneumoniae 1960 que no contiene gnrA, linea 13:
transconjugante procedente de la K. pneumoniae 1132 que no contiene gnrA. Todos los
transconjugantes se realizaron sobre la cepa de referencia E. coli J53.
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5.3.2. Ensayos de conjugacion

La seleccion se realiz6 sobre medios que contenian azida sédica o
rifampicina y estreptomicina, ampicilina, ceftazidima, amoxicilina o

cloranfenicol.

El analisis mediante ensayos de conjugacion mostrd que el gen gnrA
estaba presente en un plasmido conjugativo en las cepas de Klebsiella
pneumoniae N5, 1960 y K149. La frecuencia de conjugacion (estimada como el
numero de transconjugantes respecto al numero de bacterias donadoras) fue
similar para las tres cepas, aunque ligeramente superior en el caso de la K.
pneumoniae N5. Estas frecuencias fueron de 5x10°-5x10° para K. pneumoniae

N5, y de 10°-10° para K. pneumoniae 1960 y K. pneumoniae K149.

Como se observa en la Tabla 25, los transconjugantes procedentes de
las cepas N5, 1960 y K149 presentaron una reduccion de la sensibilidad a
nalidixico de 8-16 veces y a ciprofloxacino de 16-64 veces respecto a la cepa
receptora E. coli J53AzR. El perfil de resistencias difiri6 poco en los
transconjugantes qnrA positivos obtenidos desde los diferentes donadores
(Tabla 25). Todos presentaron una reduccion en la sensibilidad frente a acido
nalidixico y fluoroquinolonas. Ademas de las quinolonas, los transconjugantes
procedentes de la cepa K. pneumoniae N5 presentaron una disminucion de la
sensibilidad a ampicilina, ampicilina+sulbactam, amoxicilina, amoxicilina+acido
clavulanico, ceftazidima, cefoxitina, cefotaxima, piperacilina,
piperacilina+tazobactam, cefepima, aztreonam, aminoglucésidos, cloranfenicol,
trimetroprim+sulfametoxazol y sulfamidas. Los transconjugantes procedentes
de la cepa K. pneumoniae 1960 presentaron el mismo perfil que los de la cepa
N5 (Figura 28). Ademas, se obtuvieron transconjugantes con un fenotipo de
resistencia similar a los de las cepas N5 y 1960, pero sin reduccidon de la
sensibilidad a quinolonas y negativos para qnrA por PCR y “Dot-blot” (Figura
29).
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UAB1 TC gnrA+ N5 TC gnrA+

Figura 28. Antibiograma de los tranconjugantes que contienen el gen gnrA procedentes
de las cepas K. pneumoniae UAB1, K. pneumoniae N5 y K. pneumoniae 1960. La
reduccion del halo para acido nalidixico (NA), ciprofloxacino (CIP) y cefoxitina (FOX)
respecto a la cepa receptora E. coli J53AZ" se indica mediante una flecha. (TC:
transconjugante). La nomenclatura de los discos se especifica en el Anexo 2.
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Los transconjugantes que contenian el gen gnrA procedentes de la cepa
K149 mostraron reduccion de la sensibilidad a ampicilina, amoxicilina,
ceftazidima, tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim+sulfametoxazol, tobramicina
y gentamicina. En este caso, la reduccion de sensibilidad a quinolonas no fue
acompafiada de resistencia a sulfamidas cuando el receptor fue E. coli J53AZ",
aunque este efecto fue mas claro en el receptor de transformaciéon E. coli
DH10B.

Aunque se intentd en repetidas ocasiones, no se obtuvieron
transconjugantes que contuviesen el gen qnrA procedentes de las cepas K.
pneumoniae 1132 o E. cloacae Qn17. De hecho, no se obtuvo ningun
transconjugante de la cepa E. cloacae Qn17. De la cepa K. pneumoniae 1132
se obtuvieron transconjugantes con un fenotipo de resistencia similar a los de
las cepas N5 y 1960, pero sin reduccion de la sensibilidad a quinolonas y
negativos para qnrA por PCR (Figura 29). En este caso, ensayos de
electrotransformacion en E. coli DH10B dieron como resultado la obtencién de
transformantes qnrA positivos procedentes de la cepa K. pneumoniae 1132 con
reduccion de la sensibilidad a quinolonas y fluoroquinolonas, B-lactamicos,
trimetroprim y trimetroprim-sulfametoxazol, cloranfenicol y sulfamidas. No se
obtuvieron transformantes procedentes de la cepa E. cloacae Qn17 por este

método.
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N5 TC gnrA-

Figura 29. Antibiograma de los tranconjugantes que no contienen el gen qnrA
procedentes de las cepas K. pneumoniae N5, K. pneumoniae 1960 y K. pneumoniae
1132. La reduccion del halo para acido nalidixico &NA), ciprofloxacino (CIP) y cefoxitina
(FOX) respecto a la cepa receptora E. coli J53Az" se indica mediante una flecha. (TC:
transconjugante). La nomenclatura de los discos se especifica en el Anexo 2.
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5.4. Sensibilidad antimicrobiana de las cepas que presentan
qnrA

En la Tabla 25 se muestran los valores de sensibilidad a quinolonas y
otros antimicrobianos de las diferentes cepas clinicas que contienen qnrA, asi
como sus respectivos transconjugantes. Respecto a los valores de sensibilidad
para ciprofloxacino, las cepas clinicas que contienen gnrA fueron sensibles (K.
pneumoniae N5, K. pneumoniae 1960, K. pneumoniae K149), intermedias (K.

pneumoniae UAB1) o resistentes (K. pneumoniae 1132, E. cloacae Qn17).

Las cepas K. pneumoniae UAB1, K. pneumoniae N5, K. pneumoniae
1960, K. pneumoniae 1132 no fueron deficientes en porinas, presentando las
porinas OmpK35 y OmpK36. El analisis de la secuencia de los genes gyrA y
parC sélo revelé una mutacion en la subunidad A de la ADN girasa en el caso
de la K. pneumoniae 1960 (Ser83Phe, TCG>TTC).

5.5. Evaluacion del numero de copias de gnrA

Se llevoé a cabo una estimacion semicuantitativa del numero de copias
totales (ADN total) como plasmidicas (ADN plasmidico) de qnrA tanto en las
cuatro cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas en EE.UU. como en sus
transconjugantes derivados mediante la realizacibn de un “Dot-blot”
semicuantitativo. Se usaron diluciones seriadas de ADN de 1ug a 0.125ug y
300ng a 37.5ng de ADN total y ADN plasmidico, respectivamente. La
cuantificacion se realizdé con el sistema 71D Image Analysis software (Kodak,

Rochester, N.Y.). Los datos mostrados corresponden a tres ensayos diferentes.

La comparacién de la intensidad de bandas, cuando se usé ADN total,
mostro6 que las cepas K. pneumoniae UAB1 y 1132 contenian
aproximadamente 5 veces mas copias de gnrA que la cepa 1960 (Figura 30,
Tabla 26). Respecto a las copias de ADN plasmidico, las cepas K. pneumoniae
UAB1 y 1132 contenian aproximadamente 8 veces mas copias de qnrA que la

cepa 1960. No se observaron diferencias claras en el numero de copias de
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ADN total o plasmidico en el caso de los transconjugantes procedentes de
estas cepas (Figura 30, Tabla 26).

12345678 1234 56738

1 g R AR | | 300 ng

05ug L0 LR R 150 ng

025ug 111 VL 1L R | 75 ng
1 ' 1

0.125pg | | | o 37.5ng
ADN, ADN

p
Figura 30. Dot-blot semicuantitativo del nimero de copias del gen qnrA. Se realizaron

diluciones seriadas en base 2 tanto de ADN total (ADN;) como de ADN plasmidico (ADN,). 1:
transconjugante procedente de la K. pneumoniae UAB1 que contiene gnrA; 2: transconjugante
procedente de la K. pneumoniae N5 que contiene gnrA; 3: transconjugante procedente de la K.
pneumoniae 1960 que contiene qnrA; 4: transconjugante procedente de la K. pneumoniae 1132
que no contiene qnrA; 5: K. pneumoniae UAB1; 6: K. pneumoniae N5; 7: K. pneumoniae 1960;

8: K. pneumoniae 1132. Los numeros de gramos indican la cantidad de ADN depositada en
cada linea.

Tabla 26. Valores del numero relativo de copias de qnrA de las cepas K. pneumoniae UAB1, K.
pneumoniae N5, K. pneumoniae 1960 y K. pneumoniae 1132 y sus respectivos
transconjugantes (TC), tanto de ADN plasmidico (ADN,) como ADN total (ADN;) bacteriano.

Cepas : D - A
Intensidad Neta | N° veces Intensidad Neta | N° veces
UAB1 56045+1214 5.48+0.4 17556+881 8.9+1.0
N5 212131809 2.07+0.3 73224455 4.3+1.0
1960 102204744 1 19681204 1
1132 4830612001 4.72+0.5 149531611 7.59+0.4
UAB1TC 37859+1536 1 117271114 1
N5 TC 608681715 1.60+0.2 27247189 1.8£0.3
1960 TC 433004959 1.1410.1 15662166 1.3+0.1
1132 TC No sefal - No sefial -

Estos valores se obtuvieron mediante Dot-blot semicuantitativo.
Los resultados del numero de veces de copias de gnrA se muestran respecto al menor valor observado

(representado como 1) y se expresa como la media de tres experimentos independientes + la desviacion
standard.

Las intensidades netas se midieron con el sistema 1D Image Analysis software (Kodak, Rochester, N.Y.).
Los resultados se presentan separadamente para las cepas clinicas y sus transconjugantes.
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5.6. Estructuras genéticas en las que se encuentra el gen gnrA

5.6.1. Estudio en tres K. pneumoniae aisladas en EE.UU.

Se han analizado tres cepas de K. pneumoniae procedentes de Estados
Unidos aisladas a partir de los estudios SENTRY (N5) e ICARE (1960 y 1132).
Estas cepas contenian plasmidos que codificaban el determinante de
resistencia a quinolonas qnrA. Las tres cepas codifican, ademas, una
B-lactamasa plasmidica de clase C, FOX-5, siendo resistentes a cefoxitina

(determinado mediante PCR y secuenciacion).

Las secuencias que flanquean gnrA en estas cepas se determinaron
mediante clonacién del producto de PCR amplificado a partir de ADN
plasmidico y posterior secuenciacién. Los cebadores usados (ORF513-F y
SUL1-R) hibridan en los genes orf613 y sul1 y amplifican un fragmento de 1.7
kb aproximadamente que contiene el gen gnrA (Tabla 23).

Por otro lado, el ADN plasmidico de la cepa 1132 obtenido mediante el
sistema Mini Plasmid Prep Kit (UltracleanTM, MO BIO laboratories, Inc.) fue
digerido con el enzima de restriccion EcoRl y ligado en el vector pUC18. El
producto de la ligacion se transformo6 en E. coli DH5a. generando una “mini-
genoteca” del plasmido que contiene qnrA en esta cepa. La identificacion de las

colonias que contienen gnrA se realizé mediante “Colony-blot”.

El producto de PCR de 1.7kb obtenido con cebadores que hibridan con
la fase de lectura abierta orf513 y el gen de resistencia a sulfamidas sul/1 fue
sometido a restriccion con Apal y Pvull que cortan en qnrA (Figura 31), como
una primera aproximacion para constatar que este fragmento contiene el gen

gnrA. Los fragmentos presentaron idénticos tamafos en todos los casos.
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Figura 31. Digestion con diferentes enzimas de restriccion del fragmento de PCR obtenido con
los cebadores que hibrida en los genes orf513 y sul1. PCR: Producto de PCR no digerido. Apal:
Producto de PCR digerido con Apal. Pvull: Producto de PCR digerido con Pwull. 1: K
pneumoniae UAB1; 2: K. pneumoniae N5; 3: K. pneumoniae 1960; 4: K. pneumoniae 1132.

Posteriormente, el fragmento de 1.7kb se clond en el vector pCR®2.1
(TA Cloning Kit, Invitrogen). El resultado de la secuenciacion de este fragmento
demostré que gnrA esta flanqueado por los mismos genes en las tres cepas de
K. pneumoniae estudiadas. Asi, en su extremo 5°, qnrA esta flanqueado por la
fase de lectura abierta orf513, una recombinasa putativa especifica de sitio
frecuente en los integrones de clase 1 de tipo compuesto. En su extremo 3’
gnrA esta flanqueado primero por el gen qacEA1, (que confiere bajo nivel de
resistencia a ciertos compuestos amoénicos), y luego por sulf (un gen de
resistencia a sulfamidas). Tanto orf513 (formando parte de un elemento CR1)
como qacEA1 y sull (3°-CS) son secuencias conservadas de los integrones de
clase 1, tipo In6 e In7 (Figura 32).

Estas secuencias fueron idénticas a las publicadas para el plasmido
original pMG252 de la cepa K. pneumoniae UAB1 (numero de acceso en
GenBank AY070235).2%°
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Figura 32. Comparacion de las estructuras genéticas que circundan al gen gnrA en los plasmidos
de las cepas K. pneumoniae UAB1 (pMG252), K. pneumoniae N5, K. pneumoniae 1960 y K.
pneumoniae 1132.

Ademas, en la cepa 1132 se analiz6 un fragmento de mayor tamario (4.3
kb aproximadamente) generado mediante restriccion con EcoRI y insertado en
el vector pUC18. Previo a la secuenciacion, los transformantes fueron
verificados por restriccion para comprobar el tamano de inserto (Figura 33). En
este caso, la informacién de la secuencia obtenida corroboré la aproximacion
por clonacién de producto de PCR, y, ademas, encontramos que tras los genes
qacEA1 y sul1 localizados corriente debajo de gnrA se dispone una segunda
copia de la fase de lectura abierta orf513, al menos en parte. Estas secuencias
fueron idénticas a las publicadas para el plasmido original pMG252 (numero de
acceso en el GenBank AY070235).%%°

[ _— Hlnserto 4.3 kb
o e N ¢ )

Ty W i B - HpUClS(Z.?kb)
AH 2

Figura 33. Digestion con EcoRI de algunos de los transformantes obtenidos al clonar ADN
plasmidico digerido de la cepa K. pneumoniae 1132 sobre el vector pUC18. AH: ADN del fago
lambda digerido con el enzima de restriccién Hindlll.
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5.6.2. Estudio en una K. pneumoniae y un E. cloacae aislados en Australia

En las cepas K. pneumoniae K149 y E. cloacae Qn17 se analizé un
fragmento de 3.495 pb generado mediante restriccion con BamH1 y posterior
ligacion sobre el vector pBK-CMV. La seleccion se realizo sobre placas de TSA
suplementadas con 30 ug/ml de kanamicina y 4 ug/ml de acido nalidixico. Los
resultados de la secuenciacion mostraron que, en ambas cepas, qnrA se
localiza en un integrén de clase 1 tipo In6-In7 similar a In36 e In37.2”° Sin
embargo, un posterior mapeo mediante PCR mostré la ausencia de la

secuencia de insercion 1S6100, la cual si estuvo presente en In36 e In37.

5.6.3. Determinacion de la estructura del integron y el posible
transposén que albergan gnrA en otras cepas

Se estudiaron 5 cepas clinicas que contenian el gen qnrA: 2 cepas
aisladas en Francia (E. coli Lo y E. cloacae Lo), 2 cepas aisladas en Tailandia
(E. coliT2 y E. coli T7) y 1 aislada en Turquia (1 Citrobacter freundii LUT). El
gen gnrA se clono a partir de ADN total en el vector pBK-CMV (Stratagene) y
se expres6 en células E. coli DH10B. La seleccién de los clones se realizd
sobre placas de MHA que contenian 30 pug/ml de kanamicina mas 4 pg/ml de
acido nalidixico. Se usaron diferentes enzimas de restriccion (Xbal, BamHI o
Sacl) para obtener una variedad de fragmentos con dicho gen que facilitara la
obtencién de informacién de las secuencias. Estas se analizaron con las
herramientas informaticas disponibles en el sitio web de la base de datos del

Nacional Center Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Las estructuras genéticas que albergan gnrA en estas cepas resultaron
ser las mismas en todas ellas. El analisis de los distintos plasmidos
recombinantes mostré que gnrA en estas 5 cepas se encuentra formando parte
de un integrén de clase 1, tipo In6 e In7 (Figura 34). qnrA esta precedido de un
elemento CR1, el cual, como se mostrara posteriormente, esta implicado en la
expresion de los genes localizados corriente abajo y codifica una recombinasa
presumiblemente implicada en la movilizacion de genes. En su extremo 3" qnrA

esta flanqueado primero por el fragmento del gen gacEA1, y luego por sul1 (un
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gen de resistencia a sulfamidas) que constituyen la region 3'CS-2 del integrén

(Figura 34).
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Todas estas cepas, ademas de gnrA, contenian el gen blaygg.1. Como se
observa en la Figura 34 ambos genes (junto con blapxa-10) S€ encuentran
dentro del mismo integrén lo cual da una oportunidad para la co-seleccién de la
resistencia a B-lactamicos y quinolonas, ademas de aminoglicosidos (aadB,
aacA1, aadA1), cloranfenicol (cmlAS5), rifampicina (arr-2) y sulfamidas (sulf).
Esta estructura muestra una identidad casi perfecta con el integrén In53 en el

180 con la inclusion de la estructura

que se describié el gen blayegs (Figura 34),
CR1-gnrA. Por ultimo, este integron estuvo flanqueado por dos secuencias de
insercion: 1S26 localizada junto a la integrasa e 1IS5075 localizada en el extremo

opuesto.

5.7. Expresion del gen gnrA
5.7.1. Niveles basales de transcripcién del gen gnrA

En relacion con los valores de CMI observados para diferentes
transconjugantes (UAB1 TC, N5 TC y 1960 TC) (Tabla 27) obtenidos desde
diferentes donadores (K. pneumoniae UAB1, K. pneumoniae N5 y K.
pneumoniae 1960, respectivamente), nos planteamos verificar si estos cambios
fenotipicos son el resultado de diferencias en los niveles de expresion
(transcripcion) de gnrA en estos transconjugantes. Se analizaron los niveles de
transcritos especificos de gnrA mediante ensayos de “Northern-blot”. Como se
observa en la Figura 35 y la Tabla 27, el numero de transcritos de qnrA es al
menos 4 veces mayor en el transconjugante procedente de la cepa K
pneumoniae UAB1 que en los procedentes de la cepas K. pneumoniae N5 o K.
pneumoniae 1960. La sefal detectada de los transcritos mostré un tamafo
para el ARNm de qnrA en estos transconjugantes de 0.8 kb, como se estimo a
partir de los tamafios de los ARN ribosémicos 16S y 23S mediante el uso del
programa 1D Image Analysis software (Kodak, Rochester, N.Y.). Este marcado
aumento en la expresion basal del gen gnrA en el transconjugante procedente
de la cepa K. pneumoniae UAB1 puede explicar, al menos en parte, su mayor
resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas respecto a los obtenidos de las

cepas K. pneumoniae N5 o K. pneumoniae 1960.
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Tabla 27. Caracteristicas y perfil de resistencia de las cepas K. pneumoniae UAB1, K. pneumoniae N5 y K. pneumoniae 1960 y sus transconjugantes (TC).

TST

L Incremento en el namero de .
: CMI (ug/ml) Transcripciéon : b Sustituciones .
Donadores Especie a transcritos de gnrA Porinas
basal en GyrA
CIP MXF CIP MXF
UAB1 K. pneumoniae 2 1 No +
N5 K. pneumoniae 0.25 0.5 No +
1960 K. pneumoniae 1 1 S83F +
Transconjugantes
UAB1 TC E. coli 0.5 0.25 4.04+0.7 4.3+0.5 4.1+0.3 No
N5 TC E. coli 0.125 0.125 1.2+0.2 5.140.2 2.3+0.3 No
1960 TC E. coli 0.125 0.125 1 2.6+0.4 1.3+0.1 No
Receptor J53AZ" E. coli 0.008 0.008 - -- -

Las intensidades netas se midieron con el sistema 1D Image Analysis software (Kodak, Rochester, N.Y.).
La cuantificacion de la transcripcion se expresa como la media de tres experimentos independientes + la desviacién standard.

CIP: ciprofloxacino, MXF: moxifloxacino.
@ La transcripcion basal indica el nimero relativo de transcritos de gnrA respecto al valor méas bajo, el cual es considerado 1.

® El incremento del numero de transcritos de gnrA se expresa respecto al valor obtenido de las células no inducidas.
°El simbolo + indica la presencia de porinas.
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CMI CIP (ng/ml) ]
Figura 35. Expresiéon basal de qnrA en los

transconjugantes procedentes de las cepas K.
Us 0385 0485 pneumoniae UAB1, K. pneumoniae N5 y K.
pneumoniae 1960. Los valores numéricos
representan las CMIs de cada uno de los
transconjugantes para ciprofloxacino (CIP) en
pg/ml. TC significa transconjugante.

L18v0 |
J1SN
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5.7.2. Efecto de las quinolonas en la expresién del gen gnrA

La siguiente pregunta que nos planteamos fue estudiar el posible efecto
de las quinolonas sobre la expresion del gen qnrA. Se realizé6 un estudio
preliminar con diferentes quinolonas y diferentes concentraciones de las
mismas en funcion de las CMIs para las cepas en estudio. Las células se
crecieron a distintos tiempos (30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h) a partir de un cultivo
en fase exponencial en ausencia o presencia de cada quinolona a 0.2, 0.4, 0.8
o 1 vez la CMI. La Figura 36 muestra el efecto de las diferentes
concentraciones de ciprofloxacino sobre la expresion de qnrA. Tras estos
resultados preliminares, determinamos que la maxima expresion de qnrA se
produjo a 0.4 veces la CMI. Esta concentracion se usé para los posteriores
estudios comparativos entre diferentes quinolonas (ciprofloxacino vy

moxifloxacino).

Figura 36. Northern-blot del efecto de diferentes
concentraciones de ciprofloxacino sobre la
expresion de gnrA. La expresion maxima

O 02 04 08 1 observada se produjo a 0.4 veces la CMI. Las
' ' dosis de exposicion fueron 0, 0.2, 0.4, 0.8 y 1
veces la CMI.

En estos ensayos, se incluyd un control de la expresion basal de
bacterias crecidas sin antibidtico. Ademas, como control interno de la

especificidad de la accién de las quinolonas en la expresion de gnrA se usé el
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gen blaros (Figura 37). La presencia de quinolonas no afectd a la expresion de

blar.xs respecto a las células crecida en ausencia de quinolonas.

1 2
il -

Figura 37. Northern-blot de la expresion en
presencia y ausencia de quinolonas del gen blarox.s
como control interno en los ensayos de expresion del
gen qnrA. Linea 1: transconjugante procedente de la
cepa K. pneumoniae UAB1 en ausencia de
ciprofloxacino; linea 2: transconjugante procedente
de la cepa K. pneumoniae UAB1 tras 4 horas de
incubacion en presencia de ciprofloxacino a 0.4
veces la CMI.

Bajo estas condiciones, se realizé un estudio de respuesta de dosis del

efecto de ciprofloxacino sobre la transcripcion de gnrA en transconjugantes

procedentes de distintos donadores (K. pneumoniae UAB1, K. pneumoniae N5

y K. pneumoniae 1960). La cantidad de transcritos de qnrA obtenidos del

transconjugante de UAB1 fue mayor que para los transconjugantes de N5 y

1960 (Figura 38). Sin embargo hay que tener en cuenta las diferencias de

expresion basal entre las cepas (Figura 35). En el “Northern-blot” mostrado en

la Figura 38 se muestra como ciprofloxacino fue capaz de aumentar la

expresion de gnrA en los tres transconjugantes, a una concentracion de 0.4

veces la CMI. Este aumento fue de 4.3, 5.1 y 2.6 veces respecto a los valores

de expresion basal (sin quinolona) en los transconjugantes de UAB1, N5 vy

1960, respectivamente (Tabla 27).

ARNr
gnrA

TCUAB1  TCHS TC 1960
- k

= o 2 E 0 T E o =
= ¥ - ﬁ - ﬁ

Figura 38. Analisis comparativo mediante Northern-blot del incremento de la expresion de
qnrA tras 4 horas de incubacion en presencia de ciprofloxacino (CIP) o moxifloxacino (MXF)
a 0.4 veces la CMI. En este experimento se usaron los transconjugantes (TC) procedentes
de las cepas K. pneumoniae UAB1, K. pneumoniae N5 y K. pneumoniae 1960. NI: células
crecidas en ausencia de antimicrobiano. Se muestra el control de carga ARNr.
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Al estar el gen qnrA implicado en la resistencia a fluoroquinolonas, se
estudi6 si, ademas de ciprofloxacino, otras fluoroquinolonas como
moxifloxacino son capaces de aumentar la transcripcion de qnrA. Moxifloxacino
fue capaz de aumentar la expresion de gnrA. La maxima expresion ocurrié a
0.4 veces la CMI tanto con ciprofloxacino como con moxifloxacino. Este valor
de 0.4 veces la CMI de ciprofloxacino y moxifloxacino se usé para los estudios
comparativos. El incremento en la transcripcién de qnrA fue de 4.1, 2.3y 1.3
veces respecto al nivel de expresion basal cuando moxifloxacino estuvo
presente en el medio a 0.4 veces la CMI para los transconjugantes de UAB1,
N5 y 1960, respectivamente (Figura 38, Tabla 27).

5.7.3. Punto deinicio de la transcripcidn y regiones promotoras
5.7.3.1. Analisis de las regiones promotoras del gen gnrA

La determinacion del punto de inicio de la transcripcion del gen qnrA y de
las regiones promotoras adyacentes se analiz6 mediante ensayos de extension
con cebador (5'RACE) en dos cepas clinicas en las que el gen tiene una
localizacion plasmidica: K. pneumoniae K149 y E. coli Lo. Las caracteristicas
de las cepas y los cebadores usados en estos ensayos se muestran en las
Tablas 28 y 23.

Mediante ensayos de PCR convencional se verificod la colinealidad entre
el gen gnrA y el elemento CR1 localizado corriente arriba hacia el extremo 5°
de gnrA. La distancia que separa la region de recombinacion (RCS) del
elemento CR1 y el codon ATG de iniciacion del gen qnrA fue de 98 y 31 pb
para E. coli Lo y K. pneumoniae K149, respectivamente (Tabla 28, Figura 39).
En ambos casos hubo una homologia del 100% entre las regiones de

recombinacién de ambas cepas.
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Tabla 28. Caracteristicas de los aislados clinicos usados en este estudio que contienen un elemento CR asociado a un gen de resistencia a antimicrobianos.

Cepa Origen geografico Elemento CR Gen de Distancia que Resistencia Fuente o
resistencia separa CR del gen antibidtica referencia
asociado de resistencia

E. coli Lo Paris, Francia CR1 qnrA 98 pb Quinolonas 144

K. pneumoniae K149 Melbourne, Australia CR1 qnrA 31 pb Quinolonas 204

E. coli B36 Madrid, Espafia CR1 bla crxm-g 94 pb BLEE® Este estudio

K. pneumoniae KP40C Madrid, Espana CR1 bla ctx-m-9 94 pbb BLEE Este estudio

E. coli JAB Paris, Francia CR1 bla crx2 266 pb BLEE 125

A. baumannii AYE Paris, Francia CR1 dfrA10 149 pb TMP® 203

P. aeruginosa 23 Recife, Brasil CR4 blaspu.1 163 pb MBL® 202

¥BLEE: p-lactamasa de espectro extendido

PEn este aislado existe una duplicacion del sitio de recombinacion del elemento CR1.
“TMP, trimetoprim

YMBL: metalo-B-lactamasa
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E. coli Lo

K. pneumoniae
K149

Figura 39. Figura esquematica de las dos estructuras en las que el gen gnrA presenta una
colinearidad con el elemento CR1 (constituido por el gen orf513 y el sitio de recombinacion
RCS). Los genes se indican mediante flechas horizontales. Se indica la distancia que separa al
RCS del elemento CR1 al coddn de iniciacion del gen gnrA.

Formando parte del elemento CR1, en la cepa E. coli Lo se identificé un
promotor, denominado Pcrs-2, con una regién -35 (TTCGGA) y otra regién -10
(TTTATA) separadas por 18 pb. Ademas, la regién -10 de Pcrs-2 S€ encontrd
localizado en el RCS del elemento CR1 (Figura 41).

En ambas cepas gnrA positivas se encontré otro punto de inicio de la
transcripcion localizado 136 pb corriente arriba del codén ATG de gnrA en el
caso de la cepa E. coli Lo, y a 68 pb en el caso de la cepa K. pneumoniae
K149. A partir de este punto se definié un nuevo promotor, denominado Pcg1-1,
constituido por la region -35 (TAAACG) y la region -10 (TAAGAT), con una
region espaciadora de 17 pb (Figura 41). De este modo, Pcgrs.s posibilita la

expresion de gnrA tanto en E. coli Lo como K. pneumoniae K149.

5.7.3.2. Andlisis de las regiones promotoras de otros genes asociados a
elementos CR

En paralelo a los estudios de expresion de gnrA, nos planteamos

analizar el papel de los elementos CR1 en la expresion de otros genes de

resistencia no relacionados entre si, y no so6lo en el caso del gen qgnrA.

Mediante PCR, se analizé la presencia de elementos CR en cepas en las que

ya se conocia anteriormente la presencia de diferentes genes de resistencia a

antimicrobianos tales como dfrA10, blactx.m-o, blactx-m-2, blaspm-1, blactx-m-1s,
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blarox-1, blarox-3, blaroxs, blacwy-2, blacmy-4, blacmys, blamr-1, blaiat-1, blaiat-,
blaiat.s, blaiara, blapua2 0 blaact1 Yy que pudiesen estar relacionados
estructuralmente con elementos CR. Los cebadores para la deteccion de
elementos CR y su colinealidad con los genes de resistencia se muestran en la
Tabla 23. Se analizé un total de 53 cepas clinicas. Tras este primer estudio de
prevalencia, se verifico la colinealidad con los genes de resistencia usando los
cebadores que se muestran en la Tabla 23 mediante las diferentes
combinaciones de los cebadores localizados en el gen de la recombinasa y los
genes de resistencia. Los productos de PCR se secuenciaron y las secuencias
se analizaron mediante el programa BLASTN disponible en la pagina WEB del

National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

orf513 RCS gnrA

E. coli Lo - - -------- 98pb------ T

K. pneumoniae K149 -_orf513 __31pb_-anA
I

E. coli B36 ﬂ— ------ 94pb----4ba:CTx'£9
orf513 blacrym-g

E. coli KP40C - s -----94p -
orf513 blacrx.u-2

E. coli JAB - 266pb T
orf513 dfrAl10

A. baumannii AYE - - 149pb---------

orf495 blagpy_1

P. aeruginosa 23 = 163pb

Figura 40. Figura esquematica de las diferentes estructuras estudiadas en las que se identificd
colinearidad entre un elemento CR1 (constituido por el gen orf513 y el sitio de recombinacion
RCS) y distintos genes de resistencia a antimicrobianos. Los genes se indican mediante flechas
horizontales. Se indican las distancias que separa al RCS del elemento CR1 al coddén de
iniciacion del gen gnrA. La flecha vertical indica una duplicacién de parte del extremo 3° del
elemento CR1 que incluye el RCS en la cepa E. coli B36. La estructura de la cepa P.
aeruginosa 23 corresponde a un elemento CR4.

Las estructuras para el posterior analisis sobre la determinacion del sitio
de inicio de transcripcion se seleccionaron de acuerdo a: i) los diferentes genes
localizados corriente abajo de los elementos CR, ii) la distancia del sitio de

recombinacién (RCS) con el codén de iniciacion de gen de resistencia, vy iii) las
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variaciones encontradas en el interior del sitio de recombinacién (Figura 40). Se
seleccionaron 4 cepas (3 E. coliy 1 A. baumannii) que contenian un elemento
CR1, dos de ellas asociadas al gen blacrx-m-9, una a dfrA10 y otra a blactx-m-2, ¥
una cepa que contenia un elemento CR4 asociado a blaspm-1 (Tabla 28, Figura
40). Las dos cepas blactx-m-9 positivas (E. coli B36 y K. pneumoniae KP40C,
Tabla 28) presentaron la misma distancia de 94 pb entre el sitio de
recombinacién del elemento CR1 y el codén de iniciacion del gen de la [3-
lactamasa blactx-m-9. Sin embargo, en este caso, se observo la existencia de una
duplicacién de 95 pb sobre el sitio de recombiancion del elemento CR1 en la
cepa E. coli B36 (Figura 40). Para la cepa de A. baumannii AYE la longitud de la
secuencia entre el elemento CR1 y el gen de resistencia a trimetoprim dffA10
fue de 149 pb, mientras que en el caso de E. coli JAB esta distancia respecto al
gen blactx-m2 fue de 266 pb. La distancia del elemento CR4 con el gen blaspw.1

en la cepa P. aeruginosa 23 fue de 163 pb (Figura 40, Figura 41).

El analisis detallado de la secuencia nucleotidica de estos elementos CR
verificé su perfecta identidad en todos los casos, excepto en el elemento CR1 de
la cepa E. coli B36, como se menciond anteriormente, debido a una duplicacién
(Figura 41). En particular, los 33 pb correspondientes a la regién de

recombinacién (RCS) fueron idénticos en todos los casos.

Como en el caso de la expresion del gen gnrA, el promotor Pcgrs.1 fue el
responsable de controlar la expresion del gen blactx-m-9 tanto en la cepa E. coli
B36 (y que presenta una duplicacion que contiene el sitio de recombinacién)
como en la cepa K. pneumoniae KP40C, mientras que no se detectd expresion

desde el promotor Pcr1-2 U otro diferente.

En la cepa E. coli JAB, el gen blactx-m-2 se expresd bajo el control de un
promotor, Pog, localizado entre el elemento CR1 y el codén de iniciacion ATG
de la B-lactamasa. Este seria el promotor original del gen de resistencia. Este
promotor esta formado por la region -35 (TTTTAC) y la regién -10 (TATACT),
con un espaciador de 17 pb (Figura 41). En este caso la distancia entre el

nucledtido +1 y el coddn de iniciacion fue de 29 pb.
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(A

-35 Peri-2 -10 +1
-35 Pcri-1 -10 +1
CR1-qgnrA Lo gagcggt aaacglagt gagggaat t t cagglt aagatjaclt t cggalt gaggagcaaaaaggt ggfittatactt cct at accc---/98 bp/---atg

CRL- gnr A K149  gagcgglt aaacglagt gagggaat t t cagglt aagatjact t cggat gaggagcaaaaaggt ggttt at actt cctataccc---/31 bp/---atg

(B)

CRIL- bl acrx-ms 36 gagcggft aaacglagt gagggaat t t caggt aagatact t cggat gaggagcaaaaaggt ggtttatacttcctatacce---/94 bp/---atg
-35 Peri-1 -10 +1

CR1- bl acrx.- w9 40C gagcgglt aaacgagt gagggaat t t caggt aagatjact t cggat gaggagcaaaaaggt ggttt at acttcctataccc---/94 bp/---atg

(O

-35 Pora. 1 -10 +1
CR1- df r A10 AYE gagcggft aaacglagt gagggaat t t caggt aagatjact t cggat gaggagcaaaaaggt ggtttatacttcctataccc---/149 bp/---atg

(D)
-35 P -10 +1
CR1- bl acrx. w2JAB aggagcaaaaaggt ggtttat acttcctat acce---/201 bp/--- ttttgttttttcaatgtatactftgaagge---/29 bp/---atg

(B

-35 Pcra -10 +1
CR4-bl aspw1 23 ccttgtgccaccgecggcet accccgcagact gcccgaaaagggcegt tcctatactct act cctacaatjgactcga---/144 bp/---atg

Figura 41. Secuencia detallada de las regiones promotoras de los genes qnrA, blacrxm.e, dffA10, blactxmz Y blaspmi. Las secuencias promotoras se
determinaron mediante experimentos de extension con cebador. El sitio de iniciacion de la transcripcion (+1) y el coddn de iniciacion de la traduccién (atg) se
indican en negrita. El sitio de recombinaciéon RCS se indica sombreado en gris. Las cajas -35 y -10 de los distintos promotores estdn encuadradas.
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En resumen, el elemento CR1 proporciond secuencias promotoras
idénticas, Pcry-1, implicadas en la expresion de qnrA, dfrA10 y blactx-m-9, con
independencia de la distancia que separa el elemento CR1 del gen de
resistencia en los casos de qnrA y blactx-m9 (Figura 41). Ademas, en alguna
ocasion (qnrA y E. coli Lo) aportd un segundo promotor, Pcrs-2, que no estuvo
sistematicamente implicado en la expresibn de los genes de resistencia

asociados.

El analisis del punto del inicio de la transcripcién del gen blaspy-1 en la
cepa P. aeruginosa 23 asociado a un elemento CR4 mostro la existencia de un
promotor hibrido, denominado Pcrs, formado por la region -35 (TTGAAT)
(situada en la regién de recombinacion del elemento CR4), y la region -10
(TACAAT) original del gen blaspu.1 (Figura 41).

5.8. Origen de la resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos

5.8.1. Origen del gen gnrA.

La actual emergencia en la deteccion de resistencia a quinolonas
mediada por plasmidos nos condujo a pensar cual podria ser el origen o
reservorio natural del determinante gnrA. La hipotesis de partida fue pensar
que este gen tendria su origen en alguna especie de bacteria gramnegativa

cuyo habitat podria ser ambiental, humano o animal.

Se estudiaron 48 especies de bacterias gramnegativas, entre las que se
incluian representantes de las familias Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae,
Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae, Moraxellaceae y Shewanellaceae,
algunas de ellas con significacion clinica. Mediante ensayos por PCR con los
cebadores definidos previamente se identificd la presencia de qnrA en 3 cepas
de Shewanella algae (KB-1, KB-2 y KB-3) y en la cepa de referencia
Shewanella algae CIP106454T.
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La localizacion de estos genes tipo gnrA se determind usando la
endonucleasa |-Ceu-l. Mediante electroforesis en campo pulsante se
obtuvieron en las cepas de Shewanella sp. 6 fragmentos de ADN (Figura
42)."3? La sonda de ADN para ADN ribosémico consistente en un fragmento de
PCR de 1.504 pb de los genes ARNr 16S y 23S hibridd con todos los
fragmentos de las cepas de Shewanella, tanto S. algae como S. putrefaciens.
La hibridacién con la sonda de un fragmento interno del gen gnrA obtenida
mediante PCR mostré una unica sefial sélo en las cepas de S. algae (Figura
42), del mismo tamafio que la sefal de ADN ribosémico, mostrando la
localizacion cromosémica de qnrA en S. algae, y su ausencia en S.

putrefaciens.

Figura 42. (Panel 1) Electroforesis en
campo pulsante de ADN total de
Shewanella sp. digerido con I-Ceu-l. Linea
A: Shewanella putrefaciens de referencia
CIP8040 (Instituto Paster, Paris); linea B:
aislado clinico Shewanella algae KB-1;
linea C: Shewanella algae de referencia
CIP106454T (Instituto Paster, Paris).
(Panel 2) Southern-blot realizado con una
sonda especifica para un fragmento de
ARN ribosémico 16S-23S.”* (Panel 3)
Southern-blot realizado con una sonda
especifica 4para un fragmento interno del
gen gnrA."** La flecha horizontal indica la
posicion de hibridacién con la sonda de
gnrA. No se obtuvo hibridacién con la
sonda de gnrA en el caso de la Shewanella
putrefaciens de referencia.
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Figura 43. Comparacion de las secuencias aminoacidicas de los determinantes de tipo QnrA mediados por plasmido con las
secuencias de las cepas de Shewanella algae. Las secuencias de las proteinas mediadas por plasmidos denominadas QnrA1 y
QnrA2 pertenecen a la de la cepa de K. pneumoniae UAB1 descrita originalmente en EE.UU. 250 y a la de una cepa de K. oxytoca
descrita en China (numero de acceso en el GenBank AY675584), respectivamente. QnrA3 pertenece a la secuencia de la cepa de
referencia S. algae CIP106454T y el aislado clinico S. algae KB-1, mientras que QnrA4 y QnrA5 pertenecen a las cepas S. algae KB-2
y S. algae KB-3, respectivamente.92 Las secuencias de las proteinas QnrA3, QnrA4 y QnrA5 se han depositado en el GenBank con los
numeros de acceso DQO058661, DQ058662, DQ058663, respectivamente. El punteado lineal indica identidad aminoacidica. Los
motivos pentapeptidicos en los que se han identificado sustituciones aminoacidicas al comparar con QnrA1 estan encuadrados. En
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estos motivos, los residuos conservados identificados por Tran y col.?®® estan sombreados.
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Se obtuvo la secuencia nucleotidica mediante secuenciacién de estas 4
cepas y a partir de ella la correspondiente secuencia proteica. Esta secuencia
proteica confirmd su homologia con qnrA y mostro solo de 2 a 4 substituciones
aminoacidicas (Figura 43). Ademas, el contenido en G+C de estos genes tipo
gnrA de S. algae y el gen gnrA (52%) ya descrito clinicamente coincidieron

perfectamente con el contenido en G+C del genoma de S. algae. 2°%%%

Cuando comparamos la resistencia natural a quinolonas de S. algae
CIP106454T con una cepa de referencia de Shewanella putrefaciens CIP8040
(cepa de la colecciéon del Instituto Pasteur, Paris, Francia), la cual es también
un patoégeno humano,?® se observd que S. algae presenta una mayor
resistencia intrinseca frente a estos antimicrobianos. Los valores de CMI de
quinolonas y fluoroquinolonas para las cuatro cepas de S. algae que contenia
gnrA fueron idénticos. La CMI de acido nalidixico fue 2 ug/ml, y para
fluoroquinolonas fue 0.12, 0.5, 0.5, 0.5 ug/ml para ciprofloxacino, ofloxacino,
esparfloxacino y norfloxacino. Estos valores de CMI fueron de 4 a 8 veces
mayores que los obtenidos en la cepa de S. putrefaciens, filogenéticamente

muy relacionada, pero que carece de gnrA.

gnrA se ha descrito en la regidén 3" de integrones de clase 1, asociados o
formado parte de elementos CR1 y seguido de una segunda copia de la region
3°CS. Cuando se realizaron ensayos de PCR para determinar la presencia y
colineridad de estas estructuras con qnrA en las cepas de S. algae no se
obtuvo ningun producto de amplificacion, verificando que qnrA en estas cepas
no se encuentra formando parte de integrones de clase 1. Del mismo modo, los
ensayos para amplificar otros genes previamente relacionados con la presencia
de gnrA, como ampR o 1S6100, produjeron un resultado negativo. Estos
resultados muestran también que el elemento CR1 estuvo ausente, y por tanto,
las secuencias promotoras proporcionadas por este elemento para la expresion
de alto nivel de gnrA en Enterobacteriaceae no estuvieron asociadas a su

expresion en S. algae.
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5.8.2. Fuentes de posibles determinantes de resistencia a quinolonas tipo
gnr (Familia Vibrionaceae)

Tras la identificacion de qnrA como el primer gen de resistencia a
quinolonas asociado a un elemento de movilidad horizontal (plamidos
conjugativos), se han identificado dos nuevos genes, qnrB y qnrS,
pertenecientes a la familia de los pentapéptidos repetidos, asociados a
plasmidos conjugativos y que confiren resistencia a quinolonas. QnrB y QnrS

comparten un 41% y 60% de identidad aminoacidica con QnrA.

Como se describié anteriormente, el origen del gen plasmidico qnrA se
encuentra en el cromosoma de Shewanella algae. Para aclarar el origen de los
genes mediados por plasmidos qnrB 'y qnrS, al realizar una busqueda mediante
BLAST en la base de datos del NCBI identificamos algunas proteinas
hipotéticas en el genoma de Vibrio wulnificus (AA007889), Vibrio
parahaemolyticus (BAC61438), Vibrio fischerii (AAW85819) y Photobacterium
profundum (CAG22829) que compartian una homologia significativa con el
determinante gnrA. A continuacion se procedid a analizar la funcionalidad de
estas proteinas en relacion con la resistencia a quinolonas mediante clonacién

y analisis de su expresion en Escherichia coli.

El producto de PCR que contiene los genes tipo qnr de las cepas S. algae
CIP106454 (PreQnrAa+PreQnrAb), V. vulnificus CIP103196
(PreQnrVV1+PreQnrVV2), V. parahaemolyticus CIP71.2 (PreQnrVP1+
PreQnrVP2) y P. profundum CIP106289 (PreQnrPP1+PreQnrPP2) se clond en
el vector pPCRBIuntll-TOPO (Invitrogen) obteniéndose los plasmidos
recombinantes pSA-1, pVV-1, pVP-1y pPP-1, respectivamente (Tabla 23). Los
valores de CMI de quinolonas de las cepas de referencia y los clones obtenidos
se muestran en la Tabla 29. Tras repetidos intentos, la CMI de quinolonas para
P. profundum CIP106289 no pudo ser determinada debido a su crecimiento
extremadamente lento (no se obtuvo crecimiento tras 72 horas a 10°C). En
base a la sensibilidad a quinolonas de las cepas de referencia es dificil

sospechar la presencia de genes tipo gnr en el cromosoma de estas especies.
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Tabla 29. CMIs (ug/ml) de quinolonas mediante tiras de Etest para Vibrio vulnificus CIP103196, Vibrio parahaemolyticus CIP71.2, Shewanella algae
CIP106454 y los clones en E. coli TOP10 que contienen los plasmidos recombinantes pVV-1, pVP-1, pPP-1 y pSA-1 que expresan los determinantes de
resistencia a quinolonas QnrVV, QnrVP, QnrPP y QnrA3, respectivamente, y la cepa de referencia E. coli TOP10.

E coli TOP10 E. coli E. coli E. coli
V. vulnificus | V. parahaemolyticus S. algae ’ (PVV-1) TOP10 TOP10 TOP10 E. coli
Quinolonas CIP103196 CIP71.2 CIP 106454 (ganV) (pVP-1) (pPP-1) (pSA-1) TOP10
(QnrvP) (QnrPP) (QnrA3)

Acido Nalidixico 1 1 4 6 4 6 2 0.75

Flumequina 0.25 0.5 0.5 2 2 2 1 0.25

Acido oxolinico 0.125 0.25 0.25 1 0.5 1 0.5 0.25
Esparfloxacino 0.094 0.38 0.75 0.38 0.25 0.38 0.064 <0.002
Moxifloxacino 0.094 0.25 2 0.25 0.094 0.25 0.094 0.004
Ofloxacino 0.094 0.19 0.75 0.25 0.125 0.5 0.125 0.016
Norfloxacino 0.047 0.19 1.5 0.75 0.38 0.75 0.25 0.032
Ciprofloxacino 0.032 0.064 0.38 0.19 0.064 0.25 0.047 0.003
Enrofloxacino 0.06 0.125 0.06 0.06 0.03 0.125 0.06 0.003

GoT
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Una vez expresados en E. coli, estos plasmidos recombinantes con
genes tipo qnr confieren un mayor aumento relativo en el nivel de resistencia a
fluoroquinolonas que a quinolonas. Se observé un efecto similar a la presencia
de estos genes tipo gnr en plasmidos recombinantes en el plasmido que

expresaba el gen gnrA procedente de S. algae CIP106454 (Tabla 29).

La clonacion y secuenciaciéon de los genes tipo qnr de V. wulnificus
CIP103196, V. parahaemolyticus CIP71.2 y P. profundum CIP106289 identificd
a nivel nucleotidico estos determinantes, que fueron casi idénticos a las
secuencias descritas para las correspondientes cepas de referencia para las
cuales se dispone del genoma completo en la base de datos del NCBI (se
observo un maximo de 3 substituciones aminoacidicas). De este modo, estas
secuencias presentan un alto grado de conservacion, al igual que en el caso de
los genes de qnrA y S. algae. En la Figura 44 se muestra una comparaciéon de
las secuencias aminoacidicas de los distintos genes tipo gnr (incluida una
secuencia homologa de Vibrio fischerii informada recientemente en GeneBank).
Estas secuencias mostraron una identidad aminoacidica del 41% al 75% (Tabla
30). Excepto para S. algae y QnrA que comparten un 99% de identidad, las
demas secuencias comparte un maximo del 67% de identidad con los
determinantes Qnr (QnrA, QnrB, QnrS) (Tabla 30). Todas estas proteinas tipo
Qnr pertenecen, al igual que QnrA, a la familia de proteinas de los
pentapéptidos repetidos, definida por la presencia de repeticiones en serie de
motivo conservado A(D/N)LXX, donde X es cualquier aminoacido.' A partir de
nuestros datos la secuencia consenso para la familia de proteinas tipo Qnr
podria ser A/C D/N L/F S/R G/R.

Al igual que para qnrA en el cromosoma de S. algae, se estudio la posible
asociacion de estos genes tipo gnr en V. vulnificus, V. parahaemolyticus y P.
profundum con elementos asociados a integrones tipo 1 (CR1, 3'CS), ampR o

IS6100. En todos los casos se obtuvieron resultados negativos.
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N N N N2 N N N N N N |1 g N NS N

onr A1 MDI | DKVFQQEDFSRQDL SDSRFRRCRFYQCDFSHCQL QDASFEDCSFI ESGAV FSYADL RDASFKACR
or W MKY QGOHFHREDFSNQDL QQAI FDHCHFI ECSFDRADL TDSQF1 HCRFI EASSI FRYTKLREASFKHCM
onr VP MLKTDLI FERENFSHHDFONAT FKNCHFYMCSFDHADL RDAKFI DCRFI ESKAL FRFANL KDASFTNCM
onr VF MAI YNETFDGVNFSHQDL SNAYYEGCKF YL CNFSRANL RDAQFVDCSFI EQGAI FEYADL RDSSFKSCK
onr PP MAKDY EVFNQVDFSNQDL SDSYFKGCKFFRCNFNRTNL RDAKFDDCVFI EQGAI FDYSDL RDSSFKNCK
ar s METYNHT YRHHNFSHKDL SDLTFTACTFI RSDFRRANLRDT TFVNCKFI EQGDI FDVADL RDASFQQCQ
or B MTPLLYKKTGTNVALALVGEKI DRNRFTGEKI ENSTFFNCDFSGADL SGTEFI GCQFYDRES FSRAM_KDAI FKSCD
* * * * * * * * * * *
100 115 150
1 |4 N N NE NE N N N N I | NE 1
onr A1 LSLANFSGANCFA EFRECDL KGANFSRARFYNQVSHKMYFCSAYI SGCNLAYTNL SGQCL EKCEL FENNWSN
onr W MAMI QFTGADCFG EFRECDL KGANFSQANFSNRI SHKAYFCSAYI TGCNL NYSNFERAM_EKCDL FENRWRG
onr VP L AMSL FNGANCMGL EL RKCDL KGANFQGANFANRVSNTMFFCSAFI TGCNL TYCNFERVL L EKCDL FENRWNG
anr VF I AMANFKGANAFG EFRECDL KGANFSQASFSNQ NHOMYFCSAY! TGCNLSYANL ERLClI EKCDL FENKWNG
onr PP LSLSNFKGAKCFGA EFRSCDL KGANFI QASFSNQ SNSMYFCSAYI TGCNLSYANFERQCI EKCDLFENRW G
ar s LAMANFSNANCYA EFRACDL KGANFSRTNFAHQVSNRMYFCSAFI SGCNL SYANVERVCL EKCEL FENRW G
onr B LSMADFRNSSAL G El RHCRAQGADFRGASFMNM TTRTWFCSAYI TNTNLSYANFSKVVL EKCELVWENRW G
* * * * * * * * * k *x % * * % * * * % % * * % *
200
N N2 NE NE N N N N NS g L1l N N
onr A1 ANL SGASL MGSDL SRGT FSRDCWQVNL RGCDL TFADL DAL DPRRVNL EGVKI CAWQQEQLLEPLGVI VLPD
ar W ANL SGASL MGSDL SRGEFSPEQWGSKFI VEECDL THI EL DAL DVRRVSL HGAKI CDWQQAQLLESFGLI WPG
onr VP ANL SGASL KGSDL SRCEFSPEQWST FNVEQCDL THVEL DAL DI RRVSL FGVKI CODWQOQEQLLAPFGLI | L
onr VF ANL QGASL KGSDL SRGSFSEDAVVEQFKFQESDL CHCEL EG_DPRRI DLTGVKI CGWOQEQLLEPLGLI VLPE
onr PP ANL AGATL KGSDL SRGSFSEDCWEOFYI QDCDL SNSEL NGLNPRKVDL SGVKI CVWQOEQLLEQLGLI VLPN
or S ANL QGASFKESDL SRGVFSEDVWEOFSL QGANL CHAEL DAL DPRKVDTSAG KI AAWQOEL I LEALJ VWYPD
onr B

AQVLGATFSGSDL SGGEFSTFDVWRAANFTHCDL TNSEL GDL DI RGVDLQGVKLDNYQASLLMERLG AVI G
* * % * * * * * *

* % Kk X * % * * *

Figura 44. Comparacion de las secuencias aminoacidicas de los determinantes mediados por plasmido QnrA1, QnrB y QnrS con las proteinas
cromosOmicas de la familia Vibrionaceae. QnrVV procede de V. vulnificus CIP103196, QnrVP procede de V. parahaemolyticus CIP71.2, QnrVF
procede de V. fischerii ES114 (nUmero de acceso en el GenBank AAW85819) y QnrPP procede de P. profundum CIP106289. Los asteriscos indican
identidad aminoacidica, en los que los residuos estdn marcados con negrita. El residuo de glicina que une dos dominios distintos de las proteinas
pentapeptidicas estd encuadrado. El primer residuo de cada repeticion pentapeptidica y el residuo de cisteina en la posicién 115 se indican con una
flecha vertical.
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Tabla 30. Porcentajes (%) de identidad aminoacidica de las proteinas de tipo Qnr codificadas
por cromosoma y las proteinas QnrA, QnrB y QnrS mediadas por plasmido.

QnrB QnrS Qnrvv QnrVP QnrVF QnrPP
QnrA 41 60 58 57 65 67
QnrB 39 40 43 42 41
QnrS 53 55 62 62
Qnrvv 66 62 61
QnrVP 58 59
QnrVF 75

5.9. Estudio de la sensibilidad a quinolonas y B-lactamicos en
cepas que contienen el gen gnrA con diferentes sistemas
automaticos

Se estudiaron cuatro cepas clinicas de K. pneumoniae (UAB1, N5, 1960 y
1132) y sus respectivos transconjugantes que contenian el gen gnrA (excepto
el transconjugante procedente de la cepa 1132). Tanto las cepas clinicas como
los transconjugantes contenian al mismo tiempo la B-lactamasa plasmidica tipo
AmpC FOX-5. Los resultados obtenidos con los sistemas automaticos
MicroScan, Phoenix, Wider y Vitek se evaluaron tomando como método de
referencia el sistema de microdilucion en caldo siguiendo las recomendaciones
del CLSI.*

Las CMIs de diferentes quinolonas y B-lactamicos usando el método de
referencia y los diferentes sistemas automaticos se muestran en la Tabla 31.
En la Tabla 32 se muestra el numero de errores detectados en los resultados
de los distintos sistemas automaticos para quinolonas y B-lactamicos cuando

se compararon con el método de referencia.
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Quinolonas

En cuanto a los resultados obtenidos para quinolonas, los errores
maximos (EM) se observaron en los casos de acido nalidixico, norfloxacino y
ofloxacino. Estos errores maximos (EM) en el caso de acido nalidixico fueron
producidos por los sistemas Phoenix y Wider, aunque hay que recordar que los
paneles del sistema MicroScan y las tarjetas del sistema Vitek-2 no contienen
este antimicrobiano. La CMI de acido nalidixico para las cepas implicadas en
estos errores maximos (EM) mediante el método de referencia fue 32 pg/ml (un
valor cercano al punto de sensibilidad intermedia), mientras que este valor fue
de 16 pg/ml con los sistemas automaticos (excepto en el caso de la cepa K.
pneumoniae N5 cuya CMI con el sistema Phoenix fue 8 pug/ml). Los errores
maximos (EM) observados para norfloxacino y ofloxacino se produjeron en la
cepa K. pneumoniae UAB1 con el sistema Vitek-2. En el caso de ciprofloxacino

no se detectdé ningun error maximo (EM).

Los errores mayores (Em) se observaron con los sistemas Phoenix y
Wider. En ambos casos el error se produjo en la deteccion de sensibilidad de
ciprofloxacino en la cepa K. pneumoniae 1960. Aunque la CMI mediante el
método de referencia reflejé consistentemente un valor de 1 ug/ml, el valor
obtenido con los sistemas automaticos fue de >2 ug/ml para el sistema Phoenix

y 4 ug/ml para el sistema Wider.

En todos los sistemas evaluados se contabilizaron errores menores (em).
El numero de errores menores detectados para ciprofloxacino fue mayor que
para el resto de quinolonas estudiadas (0, 1, 4 y 2 para MicroScan, Phoenix,
Wider y Vitek, respectivamente). Sumando todos los resultados obtenidos para
quinolonas, el sistema MicroScan fue el que presentd un menor numero de
errores, mientras que el sistema Wider fue el que presenté el mayor nimero de

errores.
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Tabla 31. Comparacion de las CMIs (ug/ml) obtenidas por el método de referencia de
microdilucién y los cuatro sistemas automaticos evaluados.

Método de

Cepa Antimicrobiano . MicroScan Phoenix Wider Vitek-2
Referencia
Ciprofloxacino 2() 2 >2 2 1
Acido Nalidixico 32 (R) >32 16
Norfloxacino 16 (R) >8 2
UAB1 Ofloxacino 16 (R) 4 2
Cefoxitina >128 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 64 (R) >16 >16 >16 16
Cefotaxima 8 (S) 8 16 8 4
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32
Ciprofloxacino 0.25 (S) 1 1 2 0.25
Acido Nalidixico 32 (R) 8 16
Norfloxacino 2 (S) 2 0.5
N5 Ofloxacino 2 (S) 2 2
Cefoxitina 128 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 32 (R) >16 >16 16 16
Cefotaxima 8 (S) 32 >16 8 4
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32
Ciprofloxacino 1(S) 1 >2 4 2
Acido Nalidixico >256 (R) >32 >16
Norfloxacino 4(S) 8 8
1960 Ofloxacino 4 (1) >4 >8
Cefoxitina 256 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 16 (1) 16 >16 >16 16
Cefotaxima 4 (S) 4 8 4 4
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32
Ciprofloxacino 4 (R) >2 >2 4 >4
Acido Nalidixico >256 (R) >32 >16
Norfloxacino 16 (R) >8 16
1132 Ofloxacino 16 (R) >4 >8
Cefoxitina >256 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 64 (R) >16 >16 >16 >64
Cefotaxima 8 (S) 8 16 8 8
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32

TC: Transconjugante en E. coli J53.
*Los huecos en blancos se deben a que ese sistema automatico no dispone del antimicrobiano
correspondiente.

B-lactamicos

En los estudios de sensibilidad a B-lactamicos no se encontraron errores
en los resultados obtenidos para cefoxitina y ampicilina. Los errores maximos
(EM) detectados solo se encontraron para ceftazidima y se produjeron con los
sistemas Phoenix y Wider. La CMI de ceftazidima de la cepa UAB1TC (cepa en
la que se encontraron estos errores) fue de 32 ug/ml mediante el método de
referencia, el cual es un valor cercano al punto de sensibilidad intermedia. Sin

embargo la CMI obtenida con los sistemas automaticos fue de 8 ug/ml.
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Tabla 31 (Continuacion). Comparacion de las CMIs (ug/ml) obtenidas por el método de
referencia de microdilucién y los cuatro sistemas automaticos evaluados.

Cepa Antimicrobiano ey d_e MicroScan Phoenix Wider Vitek-2
Referencia
Ciprofloxacino 0.5 (S) 1 0.5 2 1
Acido Nalidixico 32 (R) 16 16
Norfloxacino 2 (S) 2 2
UAB1 Ofloxacino 1(S) 2 2
TC Cefoxitina >128 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 32 (R) >16 8 8 16
Cefotaxima 8 (S) 8 8 8 4
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32
Ciprofloxacino 0.125 (S) 1 0.25 2 <0.25
Acido Nalidixico 32 (R) 16 16
Norfloxacino 1(S) 2 2
Ofloxacino 0.5 (S) 2 2
NSTC Cefoxitina 32 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 8 (S) 16 16 16 16
Cefotaxima 2 (S) 4 8 4 4
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32
Ciprofloxacino 0.125 (S) 1 0.25 2 <0.25
Acido Nalidixico 32 (R) 16 16
Norfloxacino 1(S) 2 2
Ofloxacino 0.5(S) 2 1
1960 TC Cefoxitina 32 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 8 (S) 8 8 8 16
Cefotaxima 2 (S) 4 8 8 4
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32
Ciprofloxacino 0.008 (S) <0.12 <0.13 <0.12 <0.25
Acido Nalidixico 4 (S) <8 <4
Norfloxacino 0.06 (S) <2 <0.5
Ofloxacino 0.06 (S) <0.5 <0.25
1132 7C Cefoxitina 128 (R) >16 >16 >16 >64
Ceftazidima 32 (R) 16 16 16 16
Cefotaxima 4 (S) 8 8 8 4
Ampicilina >128 (R) >16 >16 >32

TC: Transconjugante en E. coli J53.
*Los huecos en blancos se deben a que ese sistema automatico no dispone del antimicrobiano
correspondiente.

Sélo se detectd un error mayor (Em) en el caso de cefotaxima, en el que

el sistema Phoenix errd con la cepa K. pneumoniae N5. En este caso, la CMI

por el método de referencia fue 8 ug/ml, mientras que usando el sistema

Phoenix fue consistentemente >16 ug/ml. Se detectaron diversos errores

menores (em) en el caso de la sensibilidad de ceftazidima y cefotaxima.
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De todos estos datos es importante destacar algunos aspectos. Es

resefiable que el sistema experto de la base de datos del sistema Phoenix

indico la posibilidad de la produccion de B-lactamasas de espectro extendido

(BLEE) en todas las cepas. Ademas, en el caso del sistema VITEK-2, se realizé

una recomendacion para el cambio de la categoria clinica de todas las

cefalosporinas a la categoria de resistente.

Tabla 32. Errores observados en la sensibilidad o resistencia a quinolonas y p-lactdmicos
cometidos por los distintos sistemas automaticos cuando se comparé con el método de

referencia.

Antimicrobiano

Errores

MicroScan

Phoenix

Wider

Vitek-2

Ciprofloxacino

Menor

0

1

2

Mayor

Maximo

Acido Nalidixico

Menor

0
0

0
0

Mayor

Maximo

Norfloxacino

Menor

1 OO OO~~~

Mayor

Maximo

Ofloxacino

Menor

1 [ O|O|—=|h~|O|Oo|o|—

Mayor

Maximo

Cefoxitina

Menor

Mayor

Maximo

Ceftazidima

Menor

Mayor

Maximo

Cefotaxima

Menor

Mayor

Maximo

1 OO |0~ |0~ |O|O|O]!

Ampicilina

Menor

Mayor

Maximo

O|OO|O|O|=|O|O|IN|O(O|O|O|O|N| !

OO|IO|O(=|IN|~O|lWw|Oo(O|O]|!

O|O|O|O(O|0O|0|0|0 OO0~ |O|= |0

*Los huecos en blancos se deben a que ese sistema automatico no dispone del
antimicrobiano correspondiente.
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5.10. Eficacia de fluoroquinolonas en la neumonia experimental
murina por cepas de Klebsiella pneumoniae productoras
de QnrA

5.10.1. Sensibilidad in vitro

En la Tabla 33 se muestra los valores de sensibilidad (ug/ml) de las
cepas parentales K. pneumoniae C2 y K. pneumoniae C2pMG252 frente a
ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino, junto con los valores frente a
distintos mutantes resistentes a quinolonas obtenidos a partir de estas dos

cepas isogenicas.

Moxifloxacino (0.25 pg/ml) fue el antimicrobiano con mayor actividad
frente a K. pneumoniae C2, |la cual carece del plasmido pMG252 que codifica el
gen qgnrA. Ciprofloxacino (0.5 ug/ml) y levofloxacino (0.5 pg/ml) fueron una
dilucién menos activos. Frente a K. pneumoniae C2pMG252, la fluoroquinolona
mas activa fue levofloxacino (2 pg/ml), mientras que ciprofloxacino (4 ug/ml) y

moxifloxacino (4 pg/ml) lo fueron una dilucion menos.

Al analizar el efecto in6culo de estas cepas sobre la sensibilidad a
fluoroquinolonas, se observé un efecto similar en todas las combinaciones de
cepa/antimicrobiano. Cuando el indculo fue igual o mayor de 107 ufc/ml, la CMI

obtenida mediante microdiluciéon fue >128 ug/ml.

La concentracibn minima bactericida (CMB) fue la misma que la
correspondiente CMI, excepto en el caso de ciprofloxacino y K. pneumoniae
C2, y en el caso de levofloxacino y la K. pneumoniae C2pMG252. En estos

casos la CMB fue una dilucion mayor que la CMI (Tabla 33).
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Tabla 33. Sensibilidad (CMI y CMB en pg/ml) a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino de la cepas K.
pneumoniae C2 y K. pneumoniae C2. Se indican Las frecuencias de aparicion de mutantes in vitro e in vivo para las
tres quinolonas y las CMIs de éstos.

Mutantes in vitro

Mutantes in vivo

Cepas Antimicrobiano CMls CMBs

Frecuencia CMls Frecuencia CMls

Ciprofloxacino 0.5 1 4x107 8-16 No deteccién -

Levofloxacino 0.5 0.5 1.4x107 8-16 No deteccion --

K. pneumoniae C2

Moxifloxacino 0.25 0.25 1.3x107 8 10* 8
Ciprofloxacino 4 4 10° 32-64 10 32-64
K. pneumoniae Levofloxacino 2 4 5x10°® 16-64 10° 32-64

C2pMG252

Moxifloxacino 4 4 2.1x10”7 32-64 10* 32-64
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5.10.2. Curvas de letalidad

Las curvas de letalidad se usaron como un método cinético para
determinar la capacidad de matar a los microorganismos en relacion al tiempo
y a una concentracion fija de antimicrobiano. El poder bactericida se cuantifica
por el tiempo necesario para alcanzar una caida de tres logaritmos decimales

(log10) de la concentracion bacteriana inicial.

Los resultados de los ensayos realizados mediante las curvas de
letalidad se muestran en las Figuras 45 y 46. A una concentracion fija de 4xCMI
de las distintas fluoroquinolonas, la reduccion en el numero de células viables
de K. pneumoniae C2 causada por ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino
tras 4 horas de incubacion fue de 3.4, 3.3 y 3.6 logo, respectivamente. Se
observo recrecimiento bacteriano en el caso de levofloxacino y moxifloxacino a
partir de las 8 horas de incubacion. Ciprofloxacino, por el contrario, mantuvo su

actividad hasta al menos las 24 horas de incubacion.

En el caso de K. pneumoniae C2pMG252, la reduccion de la viabilidad
celular provocada por ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino fue de 1.4,
1.8 y 1.7 log1o a las 4 horas de incubacion, 2.2, 2.3 y 2.3 log1o a las 8 horas de
incubacion, y 3.1, -04 y 3.4 logio a las 24 horas de incubacion,
respectivamente. De este modo, ciprofloxacino y moxifloxacino necesitaron de
un periodo de entre 8 y 24 horas para producir una reduccion de tres logaritmos
decimales de la concentracion bacteriana inicial, mientras que se produjo un
recrecimiento bacteriano para levofloxacino entre las 8 y las 24 horas (Figura
46).

A una concentracion fija de 1xCMI se observé una menor actividad
bactericida entre las 2 horas y las 8 horas tanto de levofloxacino como
moxifloxacino frente a K. pneumoniae C2 que a una concentracion de 4xCMI.
Sin embargo, esta diferencia no se observo con ciprofloxacino. Igualmente, no
se observaron diferencias significativas entre las tres quinolonas a las 24 horas.

Estos resultados se muestran en la Figura 45.
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Figura 45. Recuento de bacterias viables en los ensayos de las curvas de letalidad con
ciprofloxacino (CIP), levofloxacino (LEV) y moxifloxacino (MXF) en las cepas K. pneumoniae C2

y K. pneumoniae C2(pMG252) a una concentracion de 1XCMI, en comparaciéon con un control
sin antibidticos.
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Figura 46. Recuento de bacterias viables en los ensayos de las curvas de letalidad con
ciprofloxacino (CIP), levofloxacino (LEV) y moxifloxacino (MXF) en las cepas K. pneumoniae C2

y K. pneumoniae C2(pMG252) a una concentracion de 4XCMI, en comparacién con un control
sin antibidticos.
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En la cepa que contiene el gen qnrA, K. pneumoniae C2pMG252, no se
observaron diferencias importantes en la actividad bactericida de estas
quinolonas a las concentraciones estudiadas de 1xCMI y 4xCMI, excepto para

ciprofloxacino y levofloxacino a las 8 horas (Figuras 45 y 46).

5.10.3. Estudios farmacocinéticos

Los resultados de los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos
estudiados para cada antimicrobiano (Cmax, Cmax/CMI, t12, AUC y AUCq.24/CMI)
se muestran en la Tabla 34. Los valores de AUCy.24/CMI de los antimicobianos
fueron mayores de 30 en el caso de K. pneumoniae C2 (52.48, 31.84 y 42.4
para ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino, respectivamente), y en
cambio estos valores fueron inferiores a 7 para K. pneumoniae C2pMG252
(6.56, 3.98 y 1.32 para ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino,

respectivamente).

5.10.4. Estudios histopatologicos

Tanto los ratones inoculados con K. pneumoniae C2 como con K.
pneumoniae C2pMG252 mostraron alteraciones histoldgicas compatibles con
bronconeumonia aguda focal y en algun caso neumonia panlobular bilateral.
En todos los tejidos estudiados se advirti, en mayor o menor grado,
congestion vascular difusa y septal con focos aislados de hemorragia. Por otro
lado se observo infiltracion inflamatoria de polimorfonucleares, a veces con
abscesos segmentarios, o infiltracion de los macréfagos alveolares, asi como

presencia de colonias de bacterias gramnegativas.
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Tabla 34. Parametros farmacodinamicos/farmacocinéticos de ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino para
las cepas K. pneumoniae C2 (C2) y K. pneumoniae C2pMG252 (C2pMG252).

Antimicrobiano Cra/ CMI AUCo2/CMI
(Dosis) Crmax t% (h) AUC c2 c2
(mg/L) (mg'h/) c2 DMG252 C2 PMG252

Ciprofloxacino 1157 0.38 6.56 2314 2.89 52.48 6.56
(20 mg/kg)

Levofloxacino 7.89 0.39 3.98 15.78 1.97 31.84 3.98
(25 mg/kg)

Moxifloxacino 6.84 0.33 2.65 27.36 0.85 424 1.32
(20 mg/kg)
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5.10.5. Eficacia terapéutica en la neumonia experimental

Las tasas de supervivencia entre los animales inoculados con la cepa K.
pneumoniae C2 fueron las siguientes: 26.7% para los animales control
(inoculados, pero no tratados con fluoroquinolona alguna), 100% para los
animales tratados con ciprofloxacino o levofloxacino y 46.7% para los tratados
con moxifloxacino. Estos datos se muestran en las Tablas 35 y 36.
Ciprofloxacino y levofloxacino disminuyeron la tasa de muerte provocada por K.
pneumoniae C2 cuando se comparo con el grupo control (p<0.001) y con el

tratado con moxifloxacino (p=0.002).

En el caso de los animales inoculados con K. pneumoniae C2pMG252,
las tasas de muerte fueron las siguientes: 14.3% para los animales control,
53.3% para los animales tratados con ciprofloxacino o levofloxacino y 33.3%
para los tratados con moxifloxacino. Ciprofloxacino y levofloxacino
disminuyeron la mortalidad provocada por K. pneumoniae C2pMG252

comparado con el grupo control (p=0.03).

El recuento de bacterias viables encontradas en los pulmones de los
distintos grupos de animales se muestra en las Tablas 35 y 36. Con la cepa K.
pneumoniae C2 todos los grupos mostraron una disminucién significativa del
nuamero de bacterias en los pulmones respecto al grupo control (3.53+1.04,
3.38+0.46 y 4.98+1.98 para ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino,

respectivamente, versus 9.16+2.16 UFC/gramo para el control; p<0.001).

Con K. pneumoniae C2pMG252 no se apreciaron diferencias
significativas con ninguna de las fluoroquinolonas en el numero de bacterias
respecto al grupo control (7.74+2.67, 7.57+3.84 y 8.27+3.73 para
ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino, respectivamente, versus

9.65+2.49 UFC/gramo para el control; p<0.001) (Tablas 35y 36).
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Tabla 35. Efecto del tratamiento sobre la tasa de supervivencia y el aclaramiento
bacteriano en pulmén de ratén en el caso de la cepa K. pneumoniae C2.

Tratamiento Dosis N Supervivencia | Logl0 UFp/g de
(%) pulmén
Control 15 4 (26.7) 9.16+2.16
Ciprofloxacino 80 mg/kg/d 15 15 (100)‘3’b 3.53+1.04°
Levofloxacino | 100 mg/kg/d 15 15 (100)*° 3.38+0.46°
Moxifloxacino 80 mg/kg/d 15 7 (46.7) 4.98+1.98°

N = numero de ratones estudiados.
#p<0.001 comparado con el grupo control.
b p=0.002 comparado con el grupo tratado con moxifloxacino.

°p<0.001 comparado con el grupo control.

Tabla 36. Efecto del tratamiento sobre la tasa de supervivencia y el aclaramiento
bacteriano en pulmén de ratén en el caso de la cepa K. pneumoniae C2(pMG252).

Tratamiento Dosis N Supervivencia (%) Lo%lljl:n%/g i
Control 15 2 (14.3) 9.65+2.49
Ciprofloxacino 80 mg/kg/d 15 8 (53.3)° 7.74+2.67°
Levofloxacino 100 mg/kg/d 15 8 (53.3)° 7.57+3.84°
Moxifloxacino 80 mg/kg/d 15 5(33.3) 8.27+3.73"

N = nimero de ratones estudiados.

#p=0.03 comparado con el grupo control.

b p no siginificativa comparado con el grupo control.
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Al comparar la supervivencia entre los dos grupos tratados con
ciprofloxacino o levofloxacino, la tasa de supervivencia fue mayor en los grupos
infectados con K. pneumoniae C2 (el 100% con ambos antimicrobianos) que en
los que se infectaron con K. pneumoniae C2pMG252 (53.3% con ambos
antimicrobianos, p=0.003). Sin embargo con moxifloxacino no hubo diferencia
significativa entre los grupos infectados con una u otra de las cepas. Ademas,
en cuanto al recuento de bacterias en pulmoén, las tres fluoroquinolonas fueron
mas eficientes en los animales infectados con K. pneumoniae C2 que con K.
pneumoniae C2pMG252 (p<0.001 para ciprofloxacino y levofloxacino, y

p=0.007 para moxifloxacino).

5.10.6. Seleccion y caracterizacion de mutantes resistentes

Los datos sobre la frecuencia de obtenciéon de mutantes resistentes a
fluoroquinolonas seleccionados a partir de bacterias crecidas tanto in vitro
como in vivo y seleccionadas en medio de seleccién a 4xCMI o en placas de
gradiente (Figura 47) se muestran en la Tabla 33. En el caso de bacterias
crecidas in vitro en medio MHB, la presencia del plasmido pMG252, en la cepa
K. pneumoniae C2pMG252, produjo un incremento en la frecuencia de
obtencion de mutantes de 2 veces para moxifloxacino, y de mas de 36 veces
para ciprofloxacino y levofloxacino, con respecto a lo observado en la cepa K.

pneumoniae C2.

Este mismo efecto fue mas evidente cuando el inéculo usado para la
seleccion de mutantes provenia de bacterias crecidas in vivo directamente
desde homogeneizado de pulmones. La frecuencia de obtencion de mutantes
de la cepa K. pneumoniae C2pMG252 en comparacion con la cepa K.
pneumoniae C2 fue mucho mayor para ciprofloxacino y levofloxacino, y similar

en el caso de moxifloxacino (Tabla 33).
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Es resefable decir que en el caso de la K. pneumoniae C2pMG252 se
seleccionaron mas mutantes cuando las placas se inocularon con bacterias
crecidas in vivo que cuando se usaron bacterias crecidas in vitro (100 veces
para ciprofloxacino, 200 veces para levofloxacino y 475 veces para

moxifloxacino) (Tabla 33).

AxCMI Gradiente
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Figura 47. Seleccién de mutantes sobre MHA a 4xCMI o en placas de gradiente.

Las CMIs para estos mutantes obtenidos desde la cepa K. pneumoniae
C2 fue de 16 a 64 veces mas alta que para la propia K. pneumoniae C2. De
igual modo, las CMIs de fluoroquinolonas de los mutantes obtenidos desde la
cepa K. pneumoniae C2pMG252 fue de 8 a 16 veces mas alta que para la cepa
K. pneumoniae C2pMG252.

Todos los mutantes obtenidos in vitro o in vivo con ciprofloxacino,
levofloxacino o moxifloxacino fueron mutantes estables, y mantuvieron el nivel
de resistencia a quinolonas cuando se crecieron en medio sin antimicrobiano

durante dos pases sucesivos de 24 horas.

Las cepas K. pneumoniae C2 y K. pneumoniae C2pMG252 contenian la
substitucion descrita previamente Ser83Phe en GyrA. Se usaron distintos
mutantes, hasta tres para cada fluoroquinolonas, obtenidos de la cepa K.
pneumoniae C2 y K. pneumoniae C2pMG252 tanto in vivo como in vitro para
analizar las regiones QRDR de los genes gyrA y parC. Todos mostraron la
mutacion previamente definida en las cepas parentales. No se encontrd

ninguna otra mutacion previamente relacionada con resistencia a quinolonas en
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K. pneumoniae. Mediante la técnica de SSCP se constato la uniformidad de las
secuencias de gyrA y parC de las cepas parentales K. pneumoniae C2 y K.
pneumoniae C2pMG252 y sus mutantes (Figura 48). En algunos mutantes se
encontraron mutaciones no relacionadas hasta ahora con resistencia a
quinolonas. Un mutante obtenido in vitro mostré dos cambios en GyrA
(Tyr100Cys y Gly114Asp). La substitucion Lys113Glu se encontré en dos
mutantes diferentes, y la substitucion Lys73GlIn en otro.

i 2 3 4 5 6 7 8

E— | —
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Figura 48. SSCP de las secuencias de gyrA de la cepa K. pneumoniae C2pMG252 y mutantes
en los que no se detectaron diferencias en la movilidad electroforética. Linea 1: K. pneumoniae
C2pMG252, lineas 2-8: mutantes derivados resistentes a quinolonas seleccionados.
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6. DISCUSION

La extensa utilizacion de las fluoroquinolonas ha favorecido la seleccion
de bacterias resistentes a estos agentes, lo que con el tiempo se ha traducido
en un notable aumento en el porcentaje de resistencia tanto en bacterias
grampositivas como gramnegativas en los ultimos afios. Hasta la fecha, los
principales mecanismos implicados en este tipo de resistencia han sido dos
(ambos mediados por elementos cromosomicos): las alteraciones en las dianas
de las quinolonas y la disminucién en la acumulacion del antibidtico en el
interior bacteriano por impermeabilizacion de la membrana (pérdida de porinas
o alteraciones del lipopolisacarido) o por expresion de sistemas de expulsiéon
activa. En 1998, se describe por primera vez resistencia a quinolonas
transmisible horizontalmente en una cepa de K. pneumoniae aislada en 1994
en Birmingham, Alabama, E.E.U.U., a partir de una muestra de orina.'" El gen
qgnr, posteriormente denominado qnrA, es el responsable genético de dicha
resistencia.?®® La diseminacién horizontal de mecanismos de resistencia a
fluoroquinolonas puede proporcionar la posibilidad de una rapida expansion de
la resistencia a estos antimicrobianos, tanto en patégenos de animales como

humanos, mas aun con el amplio uso que se hace de las mismas.
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El producto del gen qnrA es una proteina de 218 aminoacidos
perteneciente a la familia de los pentapéptidos repetidos que presenta dos
dominios de 11 y 28 copias (A/CD/NL/FXX) en tandem separados por una
unica glicina. Se ha estudiado in vitro el papel protector de QnrA frente a
quinolonas mediante la produccion y posterior purificacion de QnrA unido a una
cola de histidinas en E. coli. La proteccion de la ADN girasa fue proporcional a
la concentracion de QnrA e inversamente proporcional a la concentracion de
ciprofloxacino.?*® Posteriormente, una aproximacion bioquimica del mecanismo
de accion de QnrA ha mostrado que esta proteina puede unirse tanto al
holoenzima como a sus subunidades GyrA y GyrB. Esta unién no requiere la
formacion del complejo enzima-ADN-quinolona ya que ocurre también en
ausencia de ADN relajado, ciprofloxacino o ATP. De este modo la formacién
del complejo QnrA-ADN girasa ocurriria antes de la formacion del complejo
enzima-ADN-quinolona, protegiendo de la posterior union de la quinolonas.??
Parece que la proteccién de QnrA sobre la Topoisomerasa IV ocurre de modo

similar.?®’

El objetivo fundamental de este trabajo consisti6 en realizar una
aproximacion a la importancia clinica de la aparicion de resistencia a
quinolonas mediada por plasmidos, en base a estudios de prevalencia y de
epidemiologia molecular. En un paso posterior se han estudiado distintos
aspectos que rodean a la biologia de este fendbmeno, como la movilidad
genética del gen responsable, el nivel de resistencia a quinolonas obtenido y su
relacion con el nivel de expresion de los genes. Ademas, el estudio sobre la
deteccidon de este mecanismo de resistencia mediante sistemas automatizados
de deteccion de resistencias y la puesta a punto y analisis de un modelo in vivo

en ratones han proporcionado informacion adicional de interés.

En los ultimos 3 afos han aparecido multiples estudios sobre la
prevalencia de la resistencia a quinolonas mediada por plasmidos,
principalmente en la familia Enterobacteriaceae. En 2003, Jacoby G.A. y col.'®
estudiaron mediante PCR la presencia de qgnrA en 350 cepas clinicas de
bacterias gramnegativas de 18 paises y 24 estados de EE.UU. La prevalencia

fue muy baja (1.4%), detectdndose en 4 K. pneumoniae, 1 E. coliy 1 Klebsiella
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sp. En estas cepas gnrA estuvo asociado en el mismo plasmido al gen blarox-s
que codifica una B-lactamasa plasmidica tipo AmpC. Al mismo tiempo se
investigd en esta coleccion la asociacion de gnrA con el gen mcbG, otro gen
que codifica una proteina de la familia de los pentapéptidos implicada en
inmunidad bacteriana y que protege a la ADN girasa. Sdélo se aislé una cepa

mcbG positiva, la cual resulté negativa para el gen gnrA.

Ese mismo afio, Wang M. y col. 2’° publicaron un trabajo similar sobre 78
cepas de E. coli aisladas en Shangai (China), todas ellas resistentes a
ciprofloxacino. Desde 1993 la frecuencia de resistencia a ciprofloxacino en E.
coli ha superado el 50% en esta zona. En este caso, el gen gnrA se identificd
en 6 de los 78 aislados (7.7%), mediante la técnica de hibridacion de ADN
sobre colonias. En todos los casos fue posible transferir la resistencia a
quinolonas a un receptor sensible. Ademas, la secuencia de gnrA fue idéntica a
la publicada originalmente (AY070235), excepto en un caso en el que aparecio

una mutacion silenciosa (CTA->CTG en la posicion 537).

Mas recientemente han aparecido nuevos datos de prevalencia. Se han
detectado genes de tipo qnrA en 11 cepas (E. coli, K. pneumoniae vy
Enterobacter sakazakii) de un total de 23 aislados (48%) de enterobacterias
que contenian el gen blaves.; aisladas en Bangkok (Tailandia) en 1999,%%
afiadiendo esta region a la lista de zonas en las cuales el determinante qnrA se
ha diseminado. gnrA ha sido localizado en cepas de E. coli en el sur de Korea
en 2 de 260 aislados (0.7%) (194 resistentes a ciprofloxacino y 66 sensibles) en
el periodo 2001-2003."" En Hong Kong (China), gnrA se ha identificado en
plasmidos conjugativos de 4 aislados de Salmonella enterica serovar Enteritidis

no relacionados clonalmente que también contienen el gen blacTx.u-14.>¢

En 2004, Wang y col. 2”* publicaron nuevos datos sobre la prevalencia
de gnrA en EE.UU. en cepas de K. pneumoniae y E. coli resistentes a
ciprofloxacino. Un total de 8 nuevas cepas de K. pneumoniae de 72 estudiadas
(11.1%) contenian el gen gnrA, el cual no se detectd en E. coli. En 7 casos fue
posible transferir mediante conjugacion la resistencia a quinolonas a un

receptor sensible. En 5 de los plasmidos, qnrA se asocio al gen blarox-s (como
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en el caso del plasmido descrito originalmente, pMG252 '*'), mientras que los
otros dos presentaron el gen blasny.7. Otro reciente estudio pone de manifiesto
la alta distribucion de la resistencia a quinolonas mediada por el gen plasmidico
gnrA en los EE.UU. en los géneros Enterobacter y Klebsiella en cepas
resistentes a ceftazidima con una prevalencia del 17% y el 10%,

respectivamente.?'®

En el afio 2005 se ha publicado por primera vez la aparicion de aislados
clinicos gnrA positivos en Europa. 3242114.144.164.258.279 Mammeri H. y col.™
estudiaron por PCR una colecciéon de 297 cepas de E. coli clinicas resistentes a
acido nalidixico aisladas en el Hospital de Bicetre de Paris (Francia) en 2003.
Una unica cepa resulté positiva (0.3%), en la cual gnrA estuvo presente en un
plasmido conjugativo de 180-kb que contenia al mismo tiempo el gen blayeg.1.
Casi simultaneamente, Jonas D. y col. "4 determinaron la prevalencia de gnrA
mediante PCR en 703 aislados de enterobacterias resistentes a
fluoroquinolonas o cefalosporinas aislados en unidades de cuidados intensivos
de 34 hospitales en Alemania de 2000 a 2003. gnrA se encontrdé en una cepa
de Enterobacter sp. y en 5 de C. freundii (0.8%), en un plasmido conjugativo de

180-kb aproximadamente.

En Holanda qnrA se ha descrito en C. freundii, E. coli, Enterobacter
amnigenus, E. cloacae y K. pneumoniae con una prevalencia de un 52.5%
sobre un brote epidémico de 179 aislados.'® También se ha identificado en P.

stuartii en Egipto;*®

y en una cepa de C. freundii y otra de E. cloacae en
Turquia de un total de 49 (4%) cepas productoras de BLEEs.'®* Ademas, en
2005, se ha comunicado por primera vez la presencia de gnrA en Espafa en

enterobacterias en aislados clinicos de Salamanca y Santander. 322°8

Por ultimo, en el 45" ICAAC (Interscience Conference on Antimicrobial
Agents and Chemotherapy) se han expuesto nuevos trabajos que reflejan la
amplia distribucién de este mecanismo de resistencia ya que se ha notificado

desde Canadd, Reino Unido, Korea, China y Espafia. #2°2115205276
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La amplia distribucién de este mecanismo de resistencia pone de
manifiento que su existencia en cepas clinicas se produjo hace tiempo, y, por
supuesto, con anterioridad a su descubrimiento. En la Figura 49 se muestra la
distribucion geografica de los distintos genes de tipo qnr publicados hasta la

escritura de esta Tesis Doctoral.

Actualizado con fecha 15 de febrero de 2006

Figura 49: Distribucion geografica de genes tipo gnr en cepas clinicas.
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En el primero de los dos estudios de esta Tesis Doctoral (Estudio de
prevalencia A) se analizaron un total de 425 cepas clinicas para determinar la
presencia del gen qnrA. Esta coleccion constd de 159 K. pneumoniae y 266 E.
coli, y presentaban una distribucion heterogénea en cuanto a sus origenes
geograficos. El 13.4% fueron productores de pACBL o bien (en el caso de los
aislados de K. pneumoniae) presentaron un fenotipo compatible con la
produccion de pACBL, y el 89.6% presentd un perfil de resistencia a
ciprofloxacino de acuerdo a las normas del CLSI.*® El gen gnrA se detectd
mediante PCR en 3 cepas clinicas de K. pneumoniae de un total de 159 cepas
(1.8%). La cepa de K. pneumoniae N5 se aislé en el estudio SENTRY en
Wilmington, DE, EE.UU. en 1997. Las cepas de K. pnemoniae 1960 y 1132 se
aislaron durante el proyecto ICARE, ambas desde la misma institucién en
Carolina del Norte en 1995 y 1996, respectivamente. Ninguno de los 266
aislados clinicos de E. coli resulté positivo mediante PCR para el gen gnrA. La
secuencia del gen gnrA fue idéntica a la previamente descrita por Tran y col.?*°
Estas cepas, ademas, contienen el gen blarox.s que codifica la B-lactamasa
plasmidica tipo AmpC FOX-5 y no presentan relacién clonal alguna como
quedo reflejado mediante las técnicas de PFGE y REP-PCR.

En el estudio de prevalencia B de esta Tesis Doctoral, se estudio
mediante PCR una coleccion de 25 cepas clinicas de enterobacterias aisladas
en 2002 en el area metropolitana de las ciudades de Sydney y Melbourne, en
Australia. Todas ellas eran resistentes a ciprofloxacino y 16 de los aislados
(69.5%) fueron productores de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE). En
esta coleccion, 2 (K. pneumoniae y E. cloacae) de las 25 cepas (8%) contenian
el gen gnrA. En ambos casos, la secuencia del gen fue idéntica a la
previamente descrita por Tran y col.?®® La cepa K. pneumoniae K149,

previamente descrita®®

, contenia los genes de resistencia a pB-lactamicos
blashyv-12 (en el mismo plasmido que qnrA) y blawp4. La cepa de E. cloacae

Qn17 qnrA positiva también presento el gen blashy-12.
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Los resultados de nuestros estudios de prevalencia del gen gnrA estan
en consonancia con los datos publicados actualmente, en los que, si bien
parece, que la prevalencia es baja en el numero total de aislados de
enterobacterias (menos del 1%), este porcentaje aumenta a valores en torno al
10% en colecciones de enterobacterias que reunen caracteristicas como
resistencia a quinolonas, resistencia a ceftazidima o cefotaxima, o presencia de
BLEEs. Ademas, parece claro que este determinante estda ampliamente
diseminado alrededor de todo el mundo, como indica su descripcion en
América del Norte, Europa, Asia, y de acuerdo a nuestros resultados, también

Australia.

Respecto a los valores de sensibilidad para ciprofloxacino, las cepas
clinicas que contienen gnrA fueron tanto sensibles (K. pneumoniae N5, K.
pneumoniae 1960, K. pneumoniae K149), intermedias (K. pneumoniae UAB1),
como resistentes (E. cloacae Qn17, K. pneumoniae 1132). Esto da una idea de
la dificultad para la deteccion de este nuevo mecanismo de resistencia, ya que

actualmente no existen marcadores fenotipicos especificos.

En el ultimo afo han aparecido dos nuevos genes relacionados con
qgnrA, qnrB y gnrS, que también codifican proteinas pertenecientes a los
pentapéptidos repetidos y que se encuentran sobre plasmidos conjugativos.
Estos genes confieren bajo nivel de resistencia a quinolonas, al igual que gnrA.
QnrB y QnrS comparten un 41% y un 60% de identidad aminoacidica con
QnrA. QnrB se ha identificado en cepas de Citrobacter koseri, E. coli, E.
cloacae y K. pneumoniae de la India y EE.UU. asociado a la presencia de
genes de BLEEs como blactx.m.15 0 blaspv.12."'° QnrS ha sido aislada de una
cepa de Shigella flexneri aislada en Japon asociado a una p-lactamasa blartewm-1
en el mismo plasmido.®® Sin embargo, hay aun muy pocos datos sobre la
prevalencia real de estos dos determinantes y la epidemiologia molecular de
las especies que pueden albergarlos. Aunque, muy recientemente, se ha
detectado gnrS en cepas clinicas de E. cloacae en Esparfia * y también en

Francia (comunicacion personal del Dr. Patrice Nordmann).
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De acuerdo con nuestros resultados, la presencia de gnrS no pudo ser
demostrada en ninguna de las cepas estudiadas a tal propdsito. En el momento
de escribir esta Tesis Doctoral, la secuencia del gen gnrB no se encontraba
disponible en el banco de secuencias de la base de datos del Nacional Center

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), con lo cual su

prevalencia no ha sido examinada.

A pesar que se han estudiado otras especies de bacterias gramnegativas
como P. aeruginosa y A. baumannii, todas las especies en las que se han
identificado determinantes tipo qnr son enterobacterias. Sin embargo, se ha
demostrado que la resistencia a quinolonas mediada por plasmidos del gen
gnrA puede transferirse en el laboratorio a una P. aeruginosa de referencia
mediante conjugacién,’" abriendo la posibilidad de su acceso a estas especies

en la naturaleza.

En la Tabla 37 se pueden observar un resumen de las CMIs de
diferentes quinolonas frente a algunas de las cepas clinicas publicadas vy
obtenidas de nuestro trabajo que contienen qnrA y de sus transconjugantes
derivados.'*174:2%6.27 Como se puede observar las CMIs de ciprofloxacino
frente a los transconjugantes varian entre 0.125 y 2 ug/ml, lo cual representa
un aumento de la CMI de 16 a 250 veces, en relacion con la del recipiente E.
coli J53 (0.008 ng/ml).?”* Ademas, parece que la actividad de diferentes
quinolonas frente a QnrA, como sitafloxacino, BAYy3118 y premafloxacino es
mayor que la de ciprofloxacino tanto en los transconjugantes como en los
donadores.?’* De acuerdo a las normas del CLSI, QnrA por si solo confiere

resistencia a acido nalidixico, pero no a fluoroquinolonas.*”

Los transconjugantes procedentes de las cepas K. pneumoniae N5, K.
pneumoniae 1960 y K. pneumoniae K149 presentaron una reduccion de la
sensibilidad a acido nalidixico de 8-16 veces y a ciprofloxacino de 16-64 veces

con respecto a la cepa receptora E. coli J53.
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Tabla 37. Valores publicados de sensibilidad (ug/ml) a diferentes quinolonas en cepas clinicas
de E. coliy K. pneumoniae que presentan el gen qnrA y sus transconjugantes derivados.

Quinolonas E. coli J53 E. coli Doralg.or:iseumoniae E. I;ﬁnsiol;]%%aeztrﬁ)niae
Acido Nalidixico 4 >256 32->256 8-32 16-32
Ciprofloxacino 0.008 16->256 2-16 0.125-2 0.25-0.5
Norfloxacino 0.06 1->256 2-16 1 1-2
Ofloxacino 0.06 0.5->256 4 0.5-1 1
Levofloxacino 0.015 >32 2-32 0.25-1 0.25-0.5
Moxifloxacino 0.008 32->64 2-32 0.5-1 0.5-1
Gatifloxacino 0.008 16->32 2-32 0.25-1 0.25-0.5
Sparfloxacino 0.015 16->64 2-64 0.25-2 0.5-1
BAYy3118 0.004 4-32 0.5-8 0.06-0.25 0.125
Sitafloxacino 0.008 4-16 0.5-8 0.06-0.25 0.125
Premafloxacino 0.03 16->64 2-16 0.25-0.5 0.25

Tanto los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral como los datos
publicados en la literatura indican que la transferencia de la resistencia a
quinolonas mediada por el gen plasmidico qnrA se asocia con resistencia a
otros grupos de antimicrobianos como p-lactamicos, aminoglucdsidos,
rifampicina, tetraciclina, cloranfenicol, trimetoprim o]
sulfamidas.36’1°9'”°'114'151'174’184’206’216’273'275 Esto es debido a que anA se
encuentra asociado a plasmidos de multirresistencia junto a otras estructuras

como transposones o integrones como detallamos posteriormente.

Hay que sefialar que la presencia de qnrA en los transconjugantes
estudiados se muestra estable tras sucesivos pases en medios sin presion
antibidtica, permaneciendo el fenotipo de resistencia a quinolonas, asi como
otras resistencias, con la excepcidén de un caso donde se perdio la resistencia a
quinolonas, y también la asociada a trimetoprim+sulfamethoxazol, cloranfenicol
y tetraciclina.?”® El plasmido que poseia este transconjugante en particular
tenia un tamano ligeramente inferior al esperado, indicando que al menos en
este caso parte del integron se pudo perder durante el proceso de
conjugacion.?’® Estos resultados estarian en consonancia con nuestras

observaciones, en las que en los diferentes ensayos de conjugacién se
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obtuvieron transconjugantes en los que, manteniéndose la resistencia a B-

lactamicos, la resistencia a quinolonas habria desaparecido.

La resistencia a quinolonas mediada por plasmidos, aunque produce
resistencia de bajo nivel, parece que facilita la seleccion de resistencia de alto
nivel a quinolonas.”®’ Se sabe desde hace tiempo que los plasmidos que
median resistencia a bajas concentraciones de estreptomicina incrementan la
seleccion de niveles mayores de resistencia.'®® En nuestro modelo de eficacia
de fluoroquinolonas en la neumonia experimental murina producida por cepas
de Klebsiella pneumoniae productoras de QnrA y deficientes en porinas la
frecuencia de aparicion de mutantes es mayor en las cepas que producen
QnrA, tanto en el modelo in vitro como in vivo. En este modelo, las CMIs de
ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino aumentaron de 8 a 32 veces,
pasando de 0.25-0.5 ug/ml (sensibles) a 4 pug/ml (resistentes), lo cual esta en
concordancia con el efecto aditivo previamente propuesto de los distintos
mecanismos de resistencia a quinolonas y la presencia de qnrA.'*® Se piensa
que la sensibilidad disminuida a un antimicrobiano permite a las poblaciones
bacterianas alcanzar concentraciones a las cuales puede ocurrir la aparicion de
mutaciones secundarias que permiten la aparicion de alta resistencia. Esto
seria lo que ocurriria con la resistencia a estreptomicina y a quinolonas
codificada por el gen gnrA, donde la frecuencia de mutantes de alta resistencia
aumenta en los transconjugantes respecto del recipiente E. coli J53 sin
plasmido. Sin embargo, el efecto de qnrA o pMG252 (el plasmido que lo
contiene) sobre la tasa de aparicién de mutantes parece que no es estensible a
cualquier antimicrobiano, ya que este fendmeno no se reproduce en el caso de

rifampicina.’®’

En las 4 cepas de K. pneumoniae productoras de QnrA que se han
mostrado en este estudio (cepas K. pneumoniae N5, K. pneumoniae 1960, K.
pneumoniae 1132, K. pneumoniae K149), se identificé un plasmido de 160-kb
aproximadamente que contenia el gen gnrA como se verificO mediante ensayos
de hibridacién con sonda. De acuerdo a los datos publicados, el tamano de los
plasmidos en los que se encuentra qnrA esta entre 54-kb y mas de 180-

kb,109.151.164.208273275 By cambio la cepa E. cloacae Qn17 no mostré la
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presencia de plasmidos en gel de agarosa, existiendo la posibilidad de una

localizacion exclusivamente cromosomica de gnrA en este caso.

Los ensayos de conjugacion mostraron que el gen qnrA estuvo presente
en un plasmido conjugativo en las cepas de Klebsiella pneumoniae N5, 1960 y
K149. La frecuencia de conjugacién fue similar, con valores entre 10°-10°. La
cepa K. pneumoniae 1132 transfirid un plasmido que codifica la pACBL FOX-5,
pero que no presenta gnrA. En un principio podria ser atribuido a la localizacion
cromosdomica de este determinante. Al menos en la cepa Kilebsiella
pneumoniae 1132 no fue asi, ya que mediante electrotransformacion del ADN
plasmidico se obtuvieron transformates en los que el plasmido si codifica gnrA.
Otra posibilidad es la de un plasmido no conjugativo, sin embargo en estos
transformantes qnrA se localiza en un plasmido de tamafo similar al de los
transconjugantes que también contienen el gen blarox.s. Una ultima posibilidad
seria la pérdida de la region que contiene el gen gnrA por recombinacidn
homdloga. Este proceso ha quedado demostrada recientemente en estructuras
similares a las que se encuentra qnrA (integrones de clase 1) para el gen
drfA10 con regiones repetidas corriente arriba y corriente abajo, lo que
posibilita este proceso '®8. Esta misma explicacion seria valida para algunos
transconjugates obtenidos de las cepas Klebsiella pneumoniae N5 y Klebsiella
pneumoniae 1960, en las que la resistencia a quinolonas se perdi6. Ademas,

109,112,114,144,206,273

se han notificado casos similares, asi, por ejemplo, en un

estudio sobre cepas de E. coli en China la transferencia de qnrA se observé en

cinco de seis cepas en las que se detectd.?”

Ademas de la movilidad de los genes de tipo gnrA a través de plasmidos
conjugativos, éstos se encuentran formando parte de integrones de clase 1 de
la familia In6-In7, conocidos también como integrones de tipo
Sul1.144208:250273.275 Eotas estructuras genéticas poseen duplicaciones de los
genes qacEA1 y sul1, entre las cuales se encuentra la fase de lectura abierta
orf513."® Aunque no se ha demostrado aun, esta fase de lectura codificaria
una proteina que actuaria como una recombinasa en la movilizacién de los
genes localizados inmediatamente corriente abajo. Ademas, gnrA no presenta

el elemento de 59 pb (o sitio attC) asociado a los genes estructurales de este
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tipo de integron. gnrA esta precedido de regiones conservadas CR1 en la que
el gen orf513 codifica una recombinasa y existe un sitio de recombinacion
situado inmediatamente corriente abajo. En la Figura 50 se representa
esquematicamente una comparacion de distintas estructuras publicadas que

contienen el gen gnrA junto con los datos obtenidos de nuestro trabajo.

En la Figura 50 se refleja la variabilidad de las secuencias tanto corriente
arriba como corriente abajo de qnrA, sugiriendo que el proceso que ha
permitido la insercién de qnrA en integrones de clase 1 tipo In6-In7 ha ocurrido
en diferentes ocasiones y puede variar. Respecto a la distancia que separa
gnrA del elemento CR1 se han encontrado dos estructuras diferentes (Figura

51), lo cual corresponderia con dos sucesos de movilizacién independientes.

Los resultados de esta Tesis Doctoral muestran la vinculacion del gen
blayes-1 que codifica la BLEE VEB-1 con el gen gnrA en cinco aislados clinicos
(3 E. coliy 1 E. cloacae y 1 Citrobacter freundii) aislados en zonas geograficas
aparentemente no relacionadas (Francia, Tailandia y Turquia). Como se
observa en la Figura 34, tanto qnrA como blayes.1 (junto con blaoxa-10) Se
encuentran dentro del mismo integrén lo cual da una oportunidad para la co-
seleccion de la resistencia a p-lactamicos y quinolonas; ademas de a
aminoglicosidos (aadB, aacA1, aadA1), cloranfenicol (cmlAS), rifampicina (arr-
2) y sulfamidas (sul1). Esta estructura muestra una identidad casi perfecta con
el integron In53 en el que se describié el gen blaves.1.'® Por ultimo, este
integron estuvo flanqueado por dos secuencias de inserciéon: |S26 localizada
junto a la integrasa e I1S5075 localizada en el extremo opuesto, las cuales
podrian estar implicadas en la movilizacion de esta estructura constituyendo un

transposon compuesto.

Como se ha comentado anteriormente, los aislados que presentan qnrA,
expresan al mismo tiempo BLEEs como SHV-5 '*275 gSHV-7 275 SHV-12,
CTX-M-14 *, CTX-M-15 "% o VEB-1."*?® También se ha informado su
presencia en cepas con pACBL FOX-5.1991%1

Los determinantes qnrB detectados se han asociado a la presencia de la
BLEE SHv-12."°
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pPMG252 orf513 RCS qnrA

(K. pneumoniae

N5, 1960 y 1132) > - ----- 98pl------- >

In36
(K. pneumoniae K149, ﬂ_--?:lpb--%

E. Cloacae Qnl7)

PMG252 GAGOCGGTAAACGAGTGAGGGAATTTCAGGTAAGATACTTCGGATGAGGAGCAAAAAGGTGGTTTATACTTCCTATACCC—/98 bp/i—ATG

In36 GAGCGGTAAACGAGTGAGGGAATTTCAGGTAAGATACT TCGGATGAGGAGCAAAAAGGTGGTTTATACTTOCTATACOC—/31 bp/—ATG

Figura 51. Representacion esquematica de las estructuras CR1-qnrA descritas.

Es importante recalcar que esta asociacion de genes de resistencia
puede explicar al menos en parte la frecuente asociacion entre resistencia a
fluoroquinolonas y cefalosporinas de espectro extendido.”®® No se conoce si
existe una unién en la emergencia de estas resistencias a través de estos
mecanismos en enterobacterias, aunque de existir podria ser debida a la

presion antibidtica ambiental.

En algunas de estas estructuras el gen ampR implicado en la regulacion
de la expresion de la cefalosporinasa codificada por el cromosoma de
Morganella morganii se localiza justo corriente abajo de gnrA.?”® Sin embargo,
no se ha encontrado el gen ampC de la B-lactamasa cercano a esta estructura,
con lo cual parece probable que la co-localizacion de qnrA y genes de -
lactamasas de espectro extendido dentro del mismo plasmido ha sido debida a
sucesos genéticos no relacionados. En un integron de tipo Sul71 que contiene
gnrA de una cepa de E. coli de China se ha identificado la presencia de
repeticiones invertidas (IR) de 25 pb en la porcion externa de la regién 5°-CS e
inmediatamente corriente debajo de la segunda copia de la regidén constante 3'-

CS. Ademas, estas IR estuvieron circundadas por duplicaciones directas de
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5pb (CTGTT), indicando la posibilidad de un proceso de transposicion (aunque

no se detectd ninglin gen para la transposasa en las cercanias) 2”°.

El ambiente genético de gnrB es actualmente desconocido, mientras que
gnrS no forma parte de un integron de clase 1, sino que se ha encontrado

adyacente a un transposén Tn3 que contiene el gen blarew.1 (Figura 52).2°

blargy., tnpR tnpA

—4< <

qnrS

T

Figura 52. Entorno genético de gnrS.

Las diferencias en el nivel de expresion de los genes estructurales de un
integron pueden deberse a variaciones en la fuerza de los promotores, la
posicion relativa que ocupen los genes estructurales dentro del mismo,*’ y en el
caso de integrones que se encuentran en plasmidos se pueden deber al
numero de copias plasmidicas, existiendo una relacidon inversamente

proporcional entre el numero de copias y el tamano del plasmido.

Aunque la distancia real del gen gnrA con los promotores Pa,: y P2 en las
cepas de K. pneumoniae UAB1, N5, 1960 y 1132 no estad totalmente
determinada, es probable que esta sea demasiado grande como para
influenciar su expresion. Los plasmidos en los que se encuentra gnrA en estas
cepas presentan una serie de caracteristicas similares como es una movilidad
similar en gel, el entorno genético cercano de gnrA es el mismo y la produccién
de la pACBL FOX-5. Estos datos sugieren que estos plasmidos pueden tener
un origen comun, a pesar de que han sido aislados en diferentes puntos

geograficos de los EE.UU.

De los resultados de los experimentos de conjugacion obtenidos con el
mismo donador con las cepas K. pneumoniae UAB1, N5, 1960 se obtuvieron
transconjugantes con idéntico nivel de sensibilidad a quinolonas. Sin embargo,
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la sensibilidad difirid en los transconjugantes obtenidos a partir de distintos
donadores. Asi los transconjugantes procedentes de la cepa UAB1 presentaron
menor sensibilidad que los obtenidos de la cepa N5 6 1960. En otros trabajos
se han obtenido resultados similares en los que la sensibilidad de los

transconjugantes frente a ciprofloxacino varié de 0.125 a 2 pg/ml.?™

En las cepas clinicas K. pneumoniae UAB1 y N5 se obtuvo un mayor
numero de copias que en la cepa 1960, pero en este caso es dificil determinar
la relacion entre el numero de copias y el nivel de resistencia debido a que
pueden estar presentes en ellas otros mecanismos de resistencia. Sin
embargo, en los transconjugantes analizados las diferencias en el numero de
copias fueron minimas. La regulacidon de la replicacién de estos plasmidos de
amplio rango de hospedador no se conoce completamente y depende también
del receptor.?®132%® En este caso, al usar la misma cepa receptora (E. coli
J53AZR), las diferencias en el nimero de copias debidas a diferencias en la
replicacion del ADN plasmidico se pueden descartar. Nuestros datos sugieren

que el numero de copias no es el factor determinante para la resistencia.

Los estudios de expresidon con los transconjugantes en E. coli muestran
que las quinolonas aumentan la transcripcion de gnrA (tanto ciprofloxacino
como moxifloxacino), existiendo una buena correlacion del nivel de
transcripcion de gnrA y el nivel de resistencia a quinolonas tanto a nivel basal
como tras la induccion con quinolonas. Se ha descrito previamente que
antimicrobianos como B-lactamicos o vancomicina pueden inducir la expresion
de genes de resistencia como algunas AmpC adquiridas horizontalmente o
genes cromosdmicos implicados en la biosintesis de la pared celular. 4222461124
También ciprofloxacino induce la expresion de genes vinculados con la
respuesta al estrés oxidativo en S. aureus,® y norfloxacino induce la respuesta
SOS y otros genes de funcién desconocida en E. coli.?®* En P. aeruginosa, el
transportador MexXY se induce en presencia de antimicrobianos como los
aminogluc()sidos.237 La mayor expresion de qnrA en presencia de quinolonas
tendria sentido para la supervivencia celular, ya que un incremento en la
cantidad de transcritos de gnrA permitiria a las células responder rapidamente

ante los efectos dafiinos de estos antimicrobianos que inhiben la replicacion del
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ADN mediante la protecciéon de las topoisomerasas tipo Il. Es necesario
determinar en estas cepas si gnrA se expresa desde el mismo promotor, y
como afectarian estos promotores a la expresion. Ademas, se debe determinar
si otros factores plasmidicos o cromosdmicos afectan a la expresion de gnrA, o
si otros genes plasmidicos contribuyen a la disminucion de la sensibilidad a
quinolonas. Este podria ser el caso del gen de la acetiltransferasa de
aminoglucosidos AAC(6°)-Ib modificada, publicado a finales de 2005, que es
capaz de afectar la actividad de ciprofloxacino mediante N-acetilacion del
nitrogeno del grupo piperazinil. El gen de este enzima se ha localizado en
plasmidos transferibles, al igual que gnrA, y confiere bajo nivel de resistencia a

quinolonas (un aumento de la CMI de ciprofloxacino de 3 veces).?"’

El papel de los integrones de clase 1 en la adquisicidn, diseminacion y
expresion de genes de resistencia a antimicrobianos esta bien establecido en la
familia de la Enterobacteriaceae.?'?™ Los integrones de clase 1 denominados
de tipo Sul1 se definen porque poseen unas estructuras en la que el gen
orf513, que posiblemente codifica una recombinasa, junto a genes adquiridos
(normalmente de resistencia a antimicrobianos) se encuentran adyacentes a la
region 3°-CS1 del integron y normalmente flanqueado por una segunda copia
del complejo gacEA1/sul1 (3°-CS2). El gen orf513 se encuentra asociado en su
extremo 3" a un sitio de recombinacién y ambos constituyen la regién comun
CR1. Es en esta estructura en la que se ha descrito el gen gnrA como se
comento anteriormente. Se han descrito estructuras similares a CR1 como
CR2, CR3 y CR4 que codifican las recombinasas putativas OrfA, Orf2 y Orf495,
respectivamente, que comparten un 66%, 55% y 54% de identidad
aminoacidica con Orf513." Partridge S.R. y col. han sugerido que estos
elementos CR estan implicados en la movilizacion de los genes localizados

corriente abajo.'®

En el caso del gen qnrA, sélo se habian identificado las secuencias
promotoras P, localizadas en el interior de Ila integrasa en dos
transconjugantes diferentes. Estas secuencias fueron las mismas (TGGACA-

17pb-TAAACT) y estuvieron demasiado distantes como para afectar la
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expresion de gnrA.>"®> Ademas, existe un trabajo en el que se muestran las

secuencias promotoras proporcionadas por CR1 para la expresion de gnrA.'**

El objetivo de nuestro trabajo fue, en primer lugar, confirmar el papel del
elemento CR1 en la expresién de qnrA en las dos estructuras en las que ha
sido descrito dicho gen, respecto a la distancia que separa al elemento CR1 de
gnrA (Figura 51), y, adicionalmente, analizar si este elemento promueve la
expresion de otros genes de resistencia a antimicrobianos no relacionados. En
resumen, los resultados de nuestro trabajo muestran que el elemento CR1
proporciona las secuencias promotoras para la expresion de los genes qnrA,
dfrA10 y blactx-m-9 €n las cepas y estructuras analizadas (independientemente
de la distancia que separa al elemento CR1 del gen de resistencia en el caso
de los genes qnrA y blactxw-9). Sin embargo, no estuvo sistematicamente
implicado en la expresion de los genes de resistencia asociados (como fue el
caso de blactx-m-2)- El promotor denominado Pcri-2 responsable de la expresion
de gnrA correspondio con el informado previamente para la cepa E. coli Lo,™*
la cual presenta una secuencia similar a la de pMG252.2*° En este trabajo se
ha identificado un nuevo promotor denominado Pcri.1, responsable de la
expresion de qnrA tanto en E. coli Lo (similar a pMG252) como en K.
pneumoniae K149 (similar a In36 2"°). Este promotor estuvo también implicado
en la expresion de dffA10 y blactx-m-e. En el caso de la cepa E. coli Lo, la
existencia de dos promotores implicados en la expresidon de qgnrA podria
incrementar el nivel de produccion de QnrA. En el caso de ambos promotores
las secuencias se encontraron en el interior del elemento CR1, mostrando la

implicacién de este elemento en la expresion de genes de resistencia.

En el caso del gen blactxwm-2, éste se expres6 desde su promotor
original, localizado entre el elemento CR1 y el gen de resistencia. La causa
mas probable para que en este caso CR1 no esté implicado en la expresion del
gen de resistencia es la excesiva distancia entre ellos (266 pb). También el
elemento CR4 analizado proporciono la caja -35 para la constitucion de un
promotor hibrido responsable de la expresion del gen blaspm.1 €n la cepa P.

aeruginosa 23.
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Finalmente, los resultados de este estudio enfatizan que el elemento
CR1 puede no estar solo implicado en la movilizacion de genes de resistencia a
antimicrobianos, sino que juega un papel activo en la transcripcion (expresion)
de éstos proporcionando las secuencias promotoras en diferentes especies de
bacterias gramnegativas. La existencia de diferentes promotores puede
depender del gen de resistencia que se expresa, la distancia entre CR1 y dicho
gen, y de la especie y cepa clinica en que se encuentre. Parece que los genes
de resistencia pueden expresarse débilmente en sus hospedadores o
resevorios originales como se ha observado en el caso del bajo nivel de
resistencia a cefalosporinas en Kluyvera ascorbata y Kluyvera georgiana que
son progenitores de los genes de B-lactamasas mediados por plasmido blacrx-
w2 Y blactxm-s, respectivamente.’®?°! Otro ejemplo puesto de manifiesto a lo
largo del desarrollo de esta Tesis Doctoral es la total sensibilidad a quinolonas
de Shewanella algae siendo progenitor del gen de resistencia a quinolonas
mediado por plasmido gnrA. De este modo, los elementos CR (y en concreto
CR1) pueden ser una potente herramienta para la obtencion de resistencia a

antimicrobianos con significacion clinica.

Desde un punto de vista practico se ha informado previamente la
problematica del uso de sistemas automaticos en la deteccidn de resistencia a
fluoroquinolonas, aunque las nuevas adaptaciones y actualizaciones han
solucionado parte de estos problemas.*® De este modo, nos parecié interesante
analizar como los sistemas comerciales automatizados para el estudio de la
sensibilidad se afectan por la presencia de un nuevo mecanismo de resistencia
como es la resistencia plasmidica a quinolonas mediada por el gen qnrA. Se
realizé un analisis de las cepas clinicas y sus transconjugantes que contienen
gnrA y la B-lactamasa blarox-s con los sistemas automaticos BD Phoenix (BD
Diagnostic Systems, Sparks, Md, EE.UU.), MicroScan WalkAway (Dade
Behring, Inc., West Sacramento, Calif.), VITEK-2 (bioMérieux-Vitek,
Hazelwood, Mo.) y Wider (Francisco Soria Melguizo, S.A., Madrid, Espaia).

Estos sistemas mostraron mas errores mayores y errores maximos en la

deteccion de resistencia a quinolonas que a p-lactamicos en la cepas
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analizadas. Sin embargo, se detectd un alto numero de errores menores
agrupados en torno a los valores de sensibilidad intermedia tanto para
quinolonas como p-lactamicos. El sistema MicroScan WalkAway (Dade
Behring, Inc., West Sacramento, Calif.) mostré ser el mas eficaz, ya que no

presento errores mayores o errores maximos.

El sistema experto de BD Phoenix (BD Diagnostic Systems, Sparks, Md,
EE.UU.) senalé la posibilidad de la presencia de una B-lactamasa de espectro
extendido en todas las cepas estudiadas, y el sistema VITEK-2 (bioMérieux-
Vitek, Hazelwood, Mo.) hizo una recomendacion para el cambio de categoria
clinica de todas las cefalosporinas al rango de resistentes. Las p-lactamasas
AmpC plasmidicas estan incrementado su numero entre aislados de K.
pneumoniae 'y E. coli en los ultimos anos. EI CLSI no presenta
recomendaciones especificas para la deteccion de las cepas de K. pneumoniae
que producen este tipo de p-lactamasas, pero parece razonable que se
considerasen resistentes a todos los p-lactamicos, con excepcion de las
carbapenemas y, probablemente, las cefalosporinas anféteras como cefepima

o cefpiroma.

Por ultimo, muchos de los errores menores notificados tanto para f3-
lactdmicos como para quinolonas pertenecen a CMIs agrupadas en torno a
puntos de sensibilidad intermedia. De este modo, un cambio en la CMI de una
dilucién para un microorganismo produce un error menor. Los paneles y
tarjetas de estos sistemas automaticos contienen un numero limitado para la
determinacién de la sensibilidad. Por esta razén, ya que la sensibilidad
intermedia depende de una unica dilucion, un error en un unico pocillo puede
producir un resultado incorrecto. De acuerdo a nuestros resultados, si
excluimos los errores debidos a una sola dilucion con el método de referencia,
la mayoria de los errores menores habrian sido eliminados, incluyendo los
errores maximos en el caso del acido nalidixico para el cual no existe el nivel

de sensibilidad intermedia.
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La resistencia a quinolonas en Enterobacteriacae es actualmente uno de
los problemas mas importantes en resistencia a antibidticos en Espafa, en

otros paises europeos (www.earss.rivm.nl/) y EE.UU. (www.apua.org) y esta
66,127 La

aumentando en todo el mundo, como se ha comentado ampliamente.
actual aparicion de la resistencia plasmidica a quinolonas mediada por el gen
gnrA nos hizo plantearnos la cuestion de cual podria ser su reservorio natural,

si especies gramnegativas de habitat ambiental, humano o animal.

Como se ha demostrado en la secciéon de Resultados, el reservorio
natural del gen qnrA se encuentra en el cromosoma de Shewanella algae, una
bacteria gramnegativa perteneciente a la familia Shewanellaceae ampliamente
distribuida en ambientes marinos y de agua dulce.'®®'""?% Shewanella
putrefaciens es otro patdégeno humano®® que en muchas ocasiones es

4 Las

confundido en infecciones realmente provocadas por S. algae.?
infecciones provocadas por S. algae son producidas mayoritariamente por
exposicién a ambientes de agua salada.?®® Las cepas de S. algae usadas en
este trabajo presentan un fenotipo de sensibilidad a quinolonas. Basandonos
en este fenotipo, en un principio no se sospecharia la presencia del gen qnrA.
Sin embargo, los niveles de resistencia a quinolonas de S. algae son cuatro a
ocho veces mayores que los de Shewanella putrefaciens (muy relacionado

genéticamente y que no presenta gnrA en su cromosoma).

En su especie reservorio, qnrA no se encuentra asociado a elementos
CR o integrones como en el caso de los aislados clinicos
descritos.'#+206:216.273.275 | a5 secuencias promotoras localizadas sobre el
elemento CR1 responsables de su alto nivel de expresion en
Enterobacteriaceae no se encuentran en S. algae. Esto podria explicar la

sensibilidad a quinolonas por parte de S. algae si gnrA se expresa débilmente.

Nuestros resultados indican que especies de bacterias gramnegativa de
nichos ambientales, y no so6lo de origen veterinario, pueden actuar como
reservorio de genes de resistencia a antimicrobianos en su paso a patdégenos
humanos.?®*?% E| posible papel de los ambientes acuaticos como reservorio de

genes de resistencia ha sido puesto de manifiesto.
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Poirel L. y col. han publicado recientemente que otra especie de
Shewanella, Shewanella onediensis, es el reservorio natural de OXA-48, una
oxacilinasa con actividad carbapenemasa codificada por plasmido identificada
en K. pneumoniae.®®® Estos datos indican la posibilidad de intercambios
genéticos entre Shewanellaceae y Enterobacteriaceae en el medio natural.
Ademas, estos datos afiladen conocimiento al origen de genes de resistencia a
antibidticos con significacion clinica, lo cual ha sido establecido sin ambiguedad
en muy pocos casos, como por ejemplo el origen en enterobacterias de genes
de B-lactamasas de tipo AmpC, y BLEEs como SHV o CTX-M;0419%:201 y narg
determinantes de resistencia a tetracicilina en micobacterias con un origen en

Streptomyces rimosus."®°

Las quinolonas, usadas como tratamiento en humanos, se usan
ampliamente en acuicultura,’” ya que son moléculas sintéticas estables en

ambientes acuaticos.?®®

Una posibilidad es que las concentraciones
subinhibitorias de quinolonas en ambientes acuaticos pueden favorecer la
seleccidn de cepas de S. algae y potenciar la transferencia de este gen de
resistencia a quinolonas a Enterobacteriaceae. El papel de las quinolonas para
inducir esta transferencia genética puede estar relacionado con la induccién del

sistema de reparacion bacteriano SOS, como se ha sugerido previamente."’

Ademas de gnrA, el primer gen de resistencia a quinolonas asociado a un
elemento de movilidad horizontal (plamidos conjugativos) descrito,
recientemente han aparecido gnrB y qnrS,2>""° pertenecientes también a la
familia de los pentapéptidos repetidos asociados a plasmidos conjugativos y
confiriendo resistencia a quinolonas. QnrB y QnrS comparten un 41% y un 60%
de identidad aminoacidica con QnrA, respectivamente. Vibrio parahaemolyticus
posee también una proteina homodloga de QnrA que comparte un 58% de

identidad aminoacidica.?®®

Para aclarar el origen de los genes mediados por plasmidos qnrB'y qnrS,
se procedio a realizar una busqueda mediante BLAST en la base de datos del
GeneBank. Algunas proteinas hipotéticas en el genoma de Vibrio vulnificus
(AA007889), Vibrio parahaemolyticus (BAC61438), Vibrio fischerii (AAW85819)
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y Photobacterium profundum (CAG22829) compartian homologia significativa
con el determinante QnrA. En esta busqueda no se encontré ningun homologo

de genes tipo qnr en el genoma de Vibrio cholerae.

Una vez que estos genes se expresaron en E. coli, los plasmidos
recombinantes que contienen estos genes tipo qnr confieren una reduccion
significativa de la sensibilidad a fluoroquinolonas, mayor que a quinolonas. Los
valores de CMI de estos antimicrobianos son similares en todos los genes tipo
gnr clonados, incluyendo los resultados obtenidos para S. algae CIP106454. El
mayor nivel de expresion de los genes tipo qnr puede depender de la presencia
de elementos genéticos (elementos CR, secuencias de insercion,...), como

ocurre en el caso del gen mediado por plasmido gnrA.

La similitud de las secuencias de los genes tipo qnr de las cepas usadas
en este trabajo con las depositadas en la base de datos del NCBI (no mas de
tres aminoacidos de diferencia) indican un alto grado de conservacién, al igual
que ha ocurrido en el caso de qnrA y S. algae. La comparacion de las
secuencias aminoacidicas mostré que estos genes cromosdémicos comparten
entre si una identidad de entre el 41% y el 75%. Todos estas proteinas de tipo
Qnr cromosomicas pertenecen a la familia de los pentapéptidos repetidos,
definidas por la presencia de repeticiones en tandem de la secuencia consenso
A(D/N)LXX, donde X es cualquier aminoacido.'>'"* Tanto las proteinas Qnr
plasmidicas como cromosomicas estas constituidas por dos dominios de 11y
32 unidades conectadas por una unica glicina, como se observé para QnrA."4
En el caso particular de las proteinas tipo Qnr, la secuencia consenso que se
podria proponer seria A/C D/N L/F S/IR G/R.

Durante la realizacion de este trabajo, se ha publicado la clonacion en E.
coli de otro determinante Qnr del genoma de la cepa de referencia V.
parahaemolyticus VPA0095. Los autores informan de una proteina mutante de
tipo Qnr obtenida durante el proceso de clonacion con una sustitucion de una
cisteina a tirosina en la posicion 115.2° Parece que esta mutacion confiere un
mayor nivel de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas.?® Ya que el resto

de determinantes Qnr cromosémicos y plasmidicos contienen esta misma
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cisteina en la posicion 115, seria muy interesante realizar estudios de
mutagénesis para evaluar el papel de los cambios en esta posicion sobre los

niveles de resistencia a fluoroquinolonas con significacion clinica.

A partir de los datos de que disponemos, existen indicios para pensar que
ciertas especies de bacterias gramnegativas de ambientes acuaticos tales
como Shewanella o Vibrionaceae actuan como reservorio de genes de
resistencia a quinolonas tipo Qnr. El origen de los genes codificados por
plasmido gnrB y qnrS es todavia incierto. Su reservorio se podria encontrar en

otras bacterias de ambientes acuaticos como Aeromonadaceae o Plesiomonas.

Por ultimo, el conocimiento de las secuencias de ADN de estos genes de
tipo qnr de Vibrionaceae sera de utilidad para el disefio de herramientas para la
deteccion de nuevos genes de tipo qnr mediados por plasmidos que puedan

haberse movilizado a bacterias patdgenas, sobre todo en Enterobacteriaceae.

Los resultados de esta Tesis Doctoral sugieren que la produccion de
QnrA puede tener relevancia clinica in vivo cuando el gen se expresa en cepas
de K. pneumoniae con mecanismos adicionales de resistencia a quinolonas.
Esto es importante ya que la mayoria de las cepas que contienen gnrA son

multirresistentes.10:114.273.275

El modelo que hemos desarrollado es adecuado para estudiar los
cambios histopatoldgicos caracteristicos de la neumonia y el recuento de
bacterias en los pulmones infectados. Ademas, solo el 14-26% de los animales
no tratados sobrevivieron a la infeccion, permitiéndonos evaluar el impacto de
las fluoroquinolonas sobre la mortalidad. Si bien las tres fluoroquinolonas
usadas produjeron una disminucion de 3 logi de recuento bacteriano en
pulmones de animales infectados con K. pneumoniae C2, esto no se observd
para K. pneumoniae C2pMG252 debido al efecto de gnrA. Del mismo modo, se
observd un 100% de supervivencia en los animales infectados con K.
pneumoniae C2 al tratarlos con ciprofloxacino o levofloxacino en contraste a la
menor supervivencia de los animales infectados con K. pneumoniae

C2pMG252 vy tratados con estos antimicrobianos. Sorprendentemente,
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moxifloxacino fracasoé en la reducciéon de la mortalidad en ambos casos, sobre
todo después de observar su buena actividad bactericida in vitro sobre K.
pneumoniae C2pMG252. Es paradojico que moxifloxacino a 4xCMI es menos
bactericida contra K. pneumoniae C2 que contra K. pneumoniae C2pMG252.
Esto se debe probablemente a que la cantidad absoluta de antimicrobiano
usado fue mas alta debido a la mayor CMI de moxifloxacino para K.
pneumoniae C2pMG252. Otra observacion interesante es que aunque
moxifloxacino redujo el numero de bacterias en pulmoén, esta reduccion fue
menor (aunque no significativamente menor) que para las otras dos quinolonas
estudiadas. Esta diferencia entre moxifloxacino y las otras dos quinolonas no
se explica por diferencias en el parametro AUC(..4/CMI. Puede ocurrir que los
mecanismos expresados por K. pneumoniae C2 sean mas eficientes in vivo
para moxifloxacino, pero se desconoce actualmente la razén para estas

discrepancias.

El CLSI advierte sobre la posibilidad de fracaso terapéutico o retraso en la
respuesta al tratamiento con fluoroquinolonas en pacientes con salmonelosis
extraintestinal causada por cepas resistentes a acido nalidixico pero sensibles
a fluoroquinolonas. No existen comentarios para otras Enterobacteriaceae.®
Un reciente estudio >3 realizado sobre pacientes infectados con K. pneumoniae
productora de la B-lactamasa de espectro extendido TEM-52 (sensible a
ciprofloxacino, 0.38 pg/ml) indica que el tratamiento con ciprofloxacino se
asocio a fracaso terapéutico o una respuesta parcial. En otro estudio en un
modelo de ratas con granuloma, se obtuvo eficacia terapéutica con una dosis
de 40 mg/kg de ciprofloxacino en una cepa sensible de K. pneumoniae (0.06
ug/ml), lo cual contrasta con la necesidad de una dosis de 200 mg/kg para
obtener esta misma eficacia en una cepa de K. pneumoniae de bajo nivel de
resistencia (0.5 pug/ml). Estos datos indican la contribucion de la sensibilidad
disminuida en la resistencia in vivo.%®> Nuestros resultados muestran que tanto
ciprofloxacino como levofloxacino son eficaces en ratones infectados con una
cepa de K. pneumoniae que contiene la sustitucion S83F en GyrA, no presenta
porinas y si sistemas de expulsion activos de quinolonas y que son resistentes

a acido nalidixico (CMI para ciprofloxacino 0.5 ug/ml). Es posible que las

209



Discusioén

diferencias entre los distintos estudios se deban a diferencias entre las cepas
usadas. De este modo, parece razonable la realizacién de estudios adicionales
para evaluar la relevancia clinica de los mecanismos que confieren resistencia

de bajo nivel a quinolonas en K. pneumoniae y otros bacilos entéricos.

Se ha informado en modelos en animales que los valores de la razén
AUC,.24/CMI para alcanzar un efecto bacteriostatico con quinolonas deben
estar sobre 35.**" Este valor se alcanzé con K. pneumoniae C2, pero no con
K. pneumoniae C2pMG252. Una razén Cmax/CMI de 8-10, tanto in vitro como
in vivo, previene la aparicion de mutantes resistentes durante el tratamiento con
quinolonas.** Del mismo modo, estos valores se obtuvieron para K.

pneumoniae C2, pero no para K. pneumoniae C2pMG252.

En estudios anteriores,* se ha sugerido que el efecto indculo en E. coli
sobre la actividad de fluoroquinolonas es bastante débil, y menor que para j-
lactamicos. En nuestro caso, se observé un efecto inéculo (CMI > 128 ug/mi
para fluoroquinolonas con un indculo de 10" UFC/ml) tanto en K. pneumoniae
C2 como en su transconjugante. La diferencia se puede deber nuevamente a la
naturaleza de las cepas usadas. Estas no contienen mecanismos especificos
para reducir el acumulo intracelular de quinolonas, y si una sustitucion en la
ADN girasa, con lo cual sélo con mutaciones adicionales en los genes gyrA y/o
parC o en genes reguladores se facilitaria la aparicion de mutantes de alto nivel
de resistencia. De hecho hemos obtenido in vitro mutantes de ambas cepas
usadas en nuestro estudio. Inesperadamente, el analisis de gyrA y parC reveld
que no contenian cambios habitualmente relacionados con resistencia a
quinolonas en K. pneumoniae.®**" ¢ Eg necesaria una caracterizacién de

los mecanismos responsables de la resistencia en estos mutantes.

La presencia de QnrA incrementa la frecuencia de mutacion in vitro de 2

a 36 veces, en consonancia con resultados anteriores.'’

En este estudio,
cuando las bacterias se aislaron de pulmones de animales tratados, la
presencia de pMG252 incrementd la frecuencia de aparicidon de mutantes de
100 a 500 veces