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MECHANISM OF RESISTANCE TO CIPROFLOXACIN IN AEROMONAS HYDROPHILA
AND STENOTROPHOMONAS MALTOPHILIA ISOLATED FROM SEWAGE FROM LAS PALMAS DE GRAN CANARIA

RESUMEN: Se han estudiado en cinco cepas diferentes de Aeromonas hydrophila (2) y Stenotrophomonas mal-
tophilia (3), aisladas de aguas residuales de Las Palmas de Gran Canaria, sus concentraciones minimas inhibi-
torias (CMIs) frente a la fluoroquinolona ciprofloxacina. También fueron investigados fragmentos de los genes
que codifican a la gyrA de las regiones (QRDRs) que determinan la resistencia a quinolonas de estos microor-
ganismos. Hemos encontrado que las cepas que presentaban unas CMI de 0,06 mg/| a ciprofloxacina (CIP) (3)
no presentaban ninguna mutacion en estos genes; mientras que en las que tenian una CMI de 0,25 mg/l a CP,
se habia producido una mutacién en el codén 83 que corresponde a la serina (Ser), al igual que ocurre en otras
cepas resistentes a quinolonas descritas por otros autores.
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SUMMARY: We have studied in five different strains of Aeromonas hydrophila (2) and Stenotrophomonas mal-
tophilia (3), isolated from sewage of Las Palmas de Gran Canaria, their Minimal Inhibitory Concentrations (MICs)
to fluoroquinolone ciprofloxacin (CIP). Also we research the quinolone-resistance determining region (QRDRSs)
of gen gyrA in these strains. We found that strains with a MIC 0,06mg/I to CIP the mutations of gen gyrA were
absent (3), while the strains with a MIC to CIP 0,25 mg/l a change at positions 83 (Ser) was developed. This
mutation is similar to described by other authors.
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Introduccion

El género Aeromonas comprende
especies que han sido aisladas del
ambiente, especialmente de muestras
acuaticas, tanto naturales como de
aguas residuales, suelo y heces huma-
nas (14), diferentes especies de
Aeromonas pueden producir gastroen-
teritis, asi como infecciones fuera del
intestino en pacientes inmuno depri-
midos (11), ademas la mayoria de
estas especies son patdgenos prima-
rios de peces (4). Stenotrofhomonas
maltophilia ha sido aislada de varios

ambientes, aunque principalmente
produce infecciones hospitalarias (2).
El desarrollo de los antibacterianos
quinolonas, desde el descubrimiento
del acido nalidixico, hace alrededor
de 40 afios (13), en un principio eran
solo activas contra bacterias Gram
negativas, las quinolonas de amplio
espectro se desarrollaron hace aproxi-
madamente 10 afios con la sintesis de
las fluoroquinolonas. Como por ejem-
plo la ciprofloxacina y la ofloxacina;
estos antibioticos sintéticos tienen un
amplio rango de actividad, ya que son
capaces de actuar sobre bacterias

Gram negativas (29) como frente a
Gram positivos incluidos los estrepto-
cocos y estafilococos. Tienen un
amplio uso en infecciones intrahospi-
talarias, genito-urinarias, respirato-
rias, gastrointestinales, de los tejidos
blandos y de la piel, tanto en humanos
como en animales (3). El mecanismo
de accion de estos antibidticos es la
uniéon de las quinolonas a la
DNAgirasa (23) produciendo un rapi-
do efecto bactericida. La resistencia a
las fluoroquinolonas (Ruiz, J. 2003)
puede resultar de mutaciones produci-
das en el cromosoma bacteriano en las
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subunidades diana (gyr A y gyr B) de
la topoisomerasa II bacteriana; tam-
bién en alteracion de proteinas de la
membrana externa como la ompF (5,
10, 30), reflujo del antibidtico (22) y
mutaciones en la topoisomerasa IV
(10, 12). No estaba claro que la resis-
tencia a quinolonas estuviese mediada
por plasmidos (21) hasta hace poco
tiempo en que fue descrita en especies
de Aeromonas de origen ambiental
(7). Resistencia a fluoquinolonas han
sido estudiadas en E. coli (26) y otras
bacterias Gram negativas (15, 16),
hydrophila (1, 9),
Stenotrophomonas maltophilia (19,
25, 27) y en otros microorganismos
multirresistentes (29).

Aeromonas

Material y Métodos

Los microorganismos utilizados en
este estudio proceden de aguas resi-
duales de Las Palmas de Gran Canaria.
Las cepas fueron aisladas en el medio
Agar de Mac Conkey suplementado
con ampicilina, con el fin de seleccio-
nar bacterias resistentes a antibioticos.

Ciprofloxacina nos fue suminis-
trada por los laboratorios Genavisa,
S.A (Reus, Espana)

La susceptibilidad a los antimi-
crobianos fue determinada por el
método de microdilucion en caldo de
acuerdo con las recomendaciones del
NCCLS (National Commitee for
Clinical Laboratory Standard guideli-
nes. Villanova, PA, USA.2005).

Las diferentes secuencias de los
genes que codifican la resistencia a
quinolonas (gyrA, gyr B, parC y
parE) fueron amplificadas mediante
la reaccion en cadena de la polimera-
sa (PCR) utilizando el método y
cebadores (primers) previamente des-
critos (28,29) Los productos de PCR
fueron procesados, para la secuencia-
cion del ADN y andlisis, en un
secuenciador automatico de ADN.

Resultados y discusion

Para este trabajo hemos estudiado
cinco cepas pertenecientes a las espe-

cies Aeromonas hydrophila (2) y
Stenotrophomonas maltophilia (3).
Todas ellas eran resistentes a varios
antibioticos beta-lactdmicos. Con res-
pecto a las quinolonas de las cinco
cepas objeto de este estudio tan solo
una de Aeromonas hydrophila y otra
de Stenotrophomonas maltophilia
presentaban resistencia al acido nali-
dixico y una CMI de 0,25 mg/1 frente
a ciprofloxacina; el resto de las cepas
eran sensibles al acido nalidixico y
presentaban una CMI de 0,06 mg/l a
la ciprofloxacina. Al estudiar las
secuencias de genes que codifican la
resistencia a quinolonas, encontra-
mos que las cepas que presentaban
una CMI de 0.25 mg/1 frente a cipro-
floxacina presentaban una mutacion
en la Ser-83 del gen gyrA; mientras
que las cepas que tenian una CMI de
0.06 mg/1 a ciprofloxacina no presen-
taban ninguna mutacion. En E. coli se
han descrito mutaciones en la gyrA
en la regién denominada de resisten-
cia a quinolonas (QRDR) entre las
posiciones 67 a 106, se producen
mutaciones en los codones 67, 81, 83,
84, 87 y 106 de la gyrA habiéndose
observado que estas mutaciones son
las responsables del desarrollo de la
resistencia a quinolonas en E. coli (6,
8 18, 26, 28, 31). Algunos autores no
han encontrado relacion entre la
resistencia a quinolonas y la presen-
cia de mutaciones en los genes gyrA
o parC en cepas de Stenotrophomo-
nas maltophilia resistentes a quinolo-
nas (19, 25, 27). En aislados clinicos
de S. maltophilia se ha descrito que la
resistencia a quinolonas se debe a
mecanismos de reflujo del antibiotico
( 20, 22). Por el contrario nosotros si
hemos encontrado una mutacion de la
gyA en la Ser-83, como ya hemos
descrito en este apartado, que esta
relacionada con la resistencia a qui-
nolonas. En Aeromonas hydrophila,
otros autores si han encontrado muta-
ciones en el gen gyrA en la posicién
Ser-83 (1, 9); al igual que nosotros.
También dicha mutacion ha sido
observada en otras especies de
Aeromonas (17, 24).

Conclusion

En las estirpes estudiadas de S.
maltophilia y A. hydrophila, aisladas
de aguas residuales de Las Palmas de
Gran Canaria la resistencia a cipro-
floxacina (fluoroquinolona), esta
relacionada con una mutacion en el
gen gyrA en la posicion Ser-83.
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