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INTRODUCCION

INTRODUCCION.-

Desde 1944 en que se aislé la estreptomicina de Streptomyces griseus, y durante mas de
cuatro décadas, los antibiéticos aminoglicésidos han sido una parte importante del arsenal de
farmacos antibacterianos.

Los aminoglicésidos muestran una actividad bactericida dependiente de la concentracion e
independiente del indculo, con una actividad in vitro predecible contra Pseudomonas aeruginosay, en

general, la gran mayoria de los bacilos aerobios gramnegativos. Su actividad antimicrobiana puede ser

aditiva o sinérgica con B-lactamicos o cefalosporinas.

Presentan como mayor incoveniente el ser potencialmente nefrotdxicos, ototoxicos Y,
ocacionalmente, producir bloqueo neuromuscular.

La especie Pseudomonas aeruginosa sigue siendo un patégen§ nosocomial importante que
plantea problemas por su resistencia a antibidticos y, entre ellos, a los aminoglicdsidos.

Los mecanismos de resistencia presentes en éste microorganismo estan bien caracterizados y
pertenecen a cinco clases: alteracion ribosomal, cambios mutacionales y adaptativos en la
permeabilidad, alteracion en el transporte del antibidtico, resitencia adaptativa y modificacion
enzimatica (66).

En Pseudomonas aeruginosa destacan tres mecanismos de resistencia simples: la acetilasa
AAC(6')-11, 1a adenilasa ANT(2"')-1 y las alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa.

Antes de 1983, la gran mayoria de las cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
gentamicina, tobramicina, netilmicina y amikacina, presentaban un Unico enzima: acetilante,
fosforilante o adenilante. Aunque desde entonces hasta el momento presente se viene observando un
incremento en la diversidad de mecanismos en Pseudomonas, esto no ocuire en mas del 1% de los
aislamientos resistentes (66,140).

Los nuevos P-lactamicos y las fluoroquinolonas comparten el mismo espect;o antimicrobiano
y la eficacia de los aminoglicésidos frente a Pseudomonas aeruginosa. Sin embargo, el rapido

2
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INTRODUCCION

incremento de resistencias a B-lactamicos y la eficacia de utilizacion de las terapias de combinacién
de aminoglicosidos han preservado su importancia y presagian una necesidad continuada.

Por otro lado, las nuevas estrategias de administracion en dosis tnica, reducen el potencial
nefrotéxico y ototoxico, sobre todo si se administran con determinadas sustancias de efecto protector.

Ademas, el efecto postantibiético, es decir, la supresion persistente del crecimiento bacteriano
después de una exposicion breve del antimicrobiano, aumenta significativamente en Pseudomonas
aeruginosa con las terapias de dosis Unica

Por todo esto consideramos de interés escoger una poblacion de Pseudomonas aeruginosa
procedente de muestras clinicas del Hospital Insular, estudiar los mecanismos de resistencia a
aminoglicésidos presentes en estos aislados, asi como su codificacion cromosémica o

~ extracromosomica.
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TAXONOMIA

1. TAXONOMIA.-
1.1. Género Pseudomonas (49,165,196,197).

El género Pseudomonas esta constituido por bacilos Gram-negativos, rectos o ligeramente curvados,
de éntre 0.5-1.0 um de diametro por 1.5-5.0 ym de longitud. Son especies moviles por uno o varios flagelos
polares; algunas cepas poseen flagelos laterales de diferente longitud y muchas poseen fimbrias. Carecen de
capsula y no forman esporas.

Recientemente se ha revisado el género, de forma que, ninguna de las especies actualmente incluidas,
acumulan poli-B-hidroxibutirato (PHB) como reserva de carbono. Son catalasa y, normalmente, oxidasa
positivas. Pueden crecer entre 4°C y 43°C.

Quimioorganotrofos. Aerobios estrictos de metabolismo oxidativo, nunca fermentativo, utilizan el
oxigeno como aceptor final de electrones si bien, en algunos casos, pueden emplear el nitrato y crecer en
anaerobiosis. La relacion G+C varia entre 58-70 moles%. |

El género posee especies saprofiticas o patogenas oportunistas de animales y plantas y patogenas

para plantas.

1.1.1. Caracteristicas (49,165,170,197).

s Pigmentos.

La produccién de pigmentos fue considerada durante mucho tiempo como un caracter genérico, sin
embargo, Pseudomonas incluye actualmente especies pigmentadas y no piymentadas. Entre los pigmentos
mejor estudiados se encuentran los derivados fenacinicos, como la piocianina, producida por el 70% de las

cepas de Pseudomonas aeruginosa. Es un pigmento hidrosoluble de color azul-verdoso, quimicamente

5
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TAXONOMIA

derivado de la q-oxifenazona, y posee una funcion antimicrobiana que no esta claramente definida.

Los pigmentos fluorescentes constituyen un segundo grupo. Fluorescen bajo luz ultravioleta
variando su intensidad segin la longitud de onda empleada, con un maximo en tomo a los 400 nm.

La pioverdina (fluoresceina) es de color amarillo-verde o amarillo-marrén y, ademas de por
Pseudomonas aeruginosa, es producida por Pseudomonas fluorescens 'y Pseudomonas putida. la
combinacion de los pigmentos hidrosolublesv piocianina y pioverdina produce el color verde brillante,
caracteristico de algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa. La pioverdina funciona como agente quelante
para el hierro.

Otros pigmentos fluorescentes incluyen derivados pteridinicos, como el denominado pigmento
eritrogénico. Todos son hidrosolubles.

Muchos otros pigmentos permanecen asociados a estructuras celulares y no son hidrosolubles. Se

agrupan bajo la denominacién de pigmentos carotenoides s1 bien su estructura quimica no se asemeja a €stos.

o Metabolismo de compuestos aromaticos.

Pseudomonas se caracteriza por su versatilidad para usar distintos compuestos como fuente de
carbono. El metabolismo oxidativo de algunos sustratos organicos implica la participacion de mono y
dioxigenasas (1,2- 6 2,3-dioxigenasas) que, asociadas a una amplia variedad de donadores de electrones,
actiian sobre compuestos alifaticos y aromaticos.

La apertura del anillo de distintos compuestos aromaticos puede efectuarse mediante 1,2-
dioxigenasas (apertura en “orto”), o mediante 2,3-dioxigenasas (apertura en “meta”). La presencia de estas
enzimas constituye uno de los criterios taxondmicos clasicos, empleados en la subdivision del genero.
Distintos compuestos aromaticos metabolizados con la participacion de 1,2-dioxigenasas convergen en un

intermediario metabolico comun, el B-cetoadipato (acido B-cetoadipico).
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TAXONOMIA

o Propiedades bioguimicas.

La citocromo ¢ oxidasa esta presente en todos los miembros del género con la excepcion de algunas
especies patogenas para plantas.

Todas las especies producen catalasa; pocas descarboxilan la lisina y la omitina o hidrolizan la
esculina. Algunas forman amoniaco partiendo de la arginina por medio de una hidrolasa. No forman Indol.
Producen una gran cantidad de enzimas extracelulares que incluye proteasas, lipasas, elastasas, colagenasas,

lecitinasas y esterasas.
1.2. Clasificacién (60,105,106,149,165,171,196,197).

Pseudomonas es uno de los géneros mas complejos y con mayores problemas taxondmicos entre las
bacterias Gram-negativas.

En la novena edicion del Manual Bergey, se subdivide el género en cinco grupos en funcion de la
homologia de sus ARNTr. Sin embargo, esta clasificacion en los denominados “Grupos de homologia de
ARNr L IL, I, IV y V” ha sufrido en la ultima década una reorganizacién, de forma que se han creado
nuevos géneros a partir de ellos y una nueva familia.

Asi, las especies que constituian el “Grupo de homologia de ARNr II”, pasan a constituir los géneros
Burkholderia y Ralstonia con las especies tipo, Burkholderia cepacia’y Ralstonia pickettii respectivamente.

El “Grupo de homologia de ARNr III”, pasa a constituir la familia Comamonadaceae, con tres
géneros: Comamonas, Acidovorax e Hydrogenophaga. Todos estos géneros incluian anteriormente especies
de Pseudomonas.

Las especies que pertenecian al “Grupo de homologia de ARNr IV”, constituyen ahora el género
Brevundimonas, mientras que las del “Grupo de homologia V” constituyen el género Stenotrophomonas.

Por tltimo, quedan por reconocer por el Comité Internacional de Nomenclatura Bacteriana las

7
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TAXONOMIA

especies Shewanella (Pseudomonas) putrefaciens y Sphingomonas (Pseudomonas) paucimabilis.
1.2.1. Criterios de clasificacion.

La caracterizacién fenotipica de las especies de Pseudomonas ha sido realizada por diversos autores
(Stanier, 1967; Palleroni y Doudoroff, 1972; Palleroni, 1978) lo que ha llevado a la creacion de distintos
agrupamientos. Entre las caracteristicas empleadas por estos autores, las mas importantes taxonomicamente
fueron: el nimero y la posicién de los flagelos, la produccion de pigmentos, la reaccién de la oxidasa y el
metabolismo respiratorio.

Las técnicas de hibridacién de acidos nucleicos y, en especial, los trabajos de homologia
ARNI/ADN efectuados inicialmente por Palleroni et al. en 1973, permitieron realizar estudios sistematicos de
acuerdo con las caracteristicas filogenéticas. Los agrupamientos asi obtenidos no diferian, sustancialmente,
de los efectuados exclusivamente mediante criterios fenotipicos.

A los criterios anteriores se han de sumar las investigaciones sobre rutas metabolicas particulares y
sobre los mecanismos implicados en su regulacion, estudios inmunologicos y de composicién de la pared

celular, asi como otros aspectos bioquimicos.

Los trabajos mas recientes (Yabunchi et al., 1990 y 1992; Willems et al, 1991 y 1992; De Ley,
1992; Gillis et al., 1995; Moore et al., 1996) se basan en estudios mas detallados de la homologia de los
ARNT, porcentajes de homologia ADN:ADN y ARNr:ADN y secuenciacién de ARNr 168, lipidos celulares,

composicion en acidos grasos asi como caracteristicas fenotipicas.
1.2.2. Grupos de homologia de ARNr I .

El grupo de homologia de ARNT I, también denominado grupo “fluorescens”, esta constituido por
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TAXONOMIA

mas de treinta especies, de las cuales once estan bien caracterizadas. Pseudomonas fluorescens contiene
cinco biotipos (denominados I, II, I, IV y V), mientras que Pseudomonas putida contiene dos (A 'y B).

Las especies de este grupo se caracterizan por no requerir factores de crecimiento ni acumular poli-
B-hidroxibutirato. Incluye a la especie “tipo” del género, Psendomonas aeruginosa, que junto a especies
saprofiticas y fitopatogenas productoras de pigmentos fluorescentes constituye un subgrupo denominado
“fluorescens”. El subgrupo “stutzeri”, esta formado por especies no pigmentadas (Tabla 1).

Las especies fluorescentes producen pigmentos hidrosolubles, pioverdina (Pseudomonas
fluorescens) y pseudobactina (Pseudomonas fitopatogenas), junto a otros pigmentos derivados fenacinicos.
Las especies saprofiticas son arginindeshidrolasa (ADH) y oxidasa positivas, nutricionalmente muy
versatiles, capaces de utilizar entre sesenta y ochenta compuestos organicos diferentes. Las fitopatogenas son
ADH negativas y oxidasa negativas (las unicas entre las especies de Pseudomonas). Son, ademas,

nutricionalmente menos versatiles.
1.3. Pseudomonas aeruginosa (50,60,171,173,196).

En 1850, Sedillot notd la presencia de decoloraciones en materiales quirirgicos. Luke, en 1862,
asocid estas decoloraciones con la infeccién y observd formas bacilares. Pseudomonas aeruginosq fue
aislada por Gessard en 1882 con el nombre de Bacillus pyocyaneus.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo aerébio Gram-negativo no esporulado, que suele encontrarse
s6lo o por parejas, mévil por flagelo polar monotrico. Produce pigmentos difusibles fluorescentes incluyendo
pioverdina y el pigmento fenacinico piocianina. Posee también fimbrias polares. Algunas cepas producen
pigmentos marrones y negros (piorrubina y piomelanina respectivamente).

Al menos 3 morfotipos coloniales se encuentran en las cepas de Pseudomonas aeruginosa.

La mayoria de los aislados produce un moco o “slime™ que es un polisacarido extracelular. Las

cepas mucosas aisladas de pacientés con fibrosis quistica crean una matriz extracelular de polisacaridos
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TAXONOMIA

similar en su estructura quimica al que se encuentra en algunas algas, de aqui que se denomine alginato. El
“slime” es quimicamente distinto del polimero de alginato. Este ultimo presenta una estructura compleja con
acetilacion de unidades de disacaridos, lo que le confiere especial adherencia a las paredes del epitelio

pulmonar y resistencia a la fagocitosis.

1.3.1. Identificacion.

Pseudomonas aeruginosa oxida azicares tales como la glucosa y la xilosa pero no la maltosa. Es
oxidasa positivo, dehidroliza la arginina pero no descarboxila la omitina ni Ia lisina. Indol negativo. La
mayoria de las cepas posee un olor caracteristico debido a la produccién, a partir de triptofano, de o-

aminoacetofenona. Produce, ademss, gelatinasa y es capaz de reducir los nitratos.

1.3.2. Toxinas, bacteriocinas y bacteriéfagos.

El pigmento piocianina actiia inhibiendo enzimas mitocondriales.

Produce distintas enzimas proteoliticas, de las cuales tres estan bien caracterizadas, asi como dos
hemolisinas, una termolabil (fosfolipasa C) y una termoestable. La fosfolipasa C, hidroliza la fosfatidilcolina
de la membrana eritrocitana.

Hay dos exctoxinas que son ADP-ribosiltransferasas, denominadas exotoxina A y exotoxina S. La
exotoxina A inhibe la sintesis proteica al impedir la transferencia de ADP-ribosa desde el NAD al factor de
elongacién 2. Es un mecanismo similar al de la toxina diftérica. Se ha demostrado que es de 10.000 a 20.000
veces mas letal para ratones que el lipopolisacarido (LPS). La exotoxina S, menos estudiada, no es toxica
para ratones y ha demostrado ser inmunoldgicamente distinta de la toxina A.

Sensakovic y Bartell demostraron en 1974 que el moco o “slime”, es decir, el polisacarido

extracelular purificado, poseia también efecto toxico.

10
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TAXONOMIA

El lipopolisacarido (LPS) representa la endotoxina de Pseudomonas aeruginosa 'y a pesar de ser
estructuralmente similar al de Enterobacterias, difiere en algunos agrupamientos quimicos. El LPS de
Pseudomonas aeruginosa se caracteriza por su alto contenido en fosforo y por contener fucosamina y
quinovosamina, asi como tri o tetrasacaridos ricos en aminoaziicares N-acetilados.

Las bacteriocinas (piocinas) producidas por Pseudomonas aeruginosa son de tres tipos. Las
piocinas R son estructuras fagicas defectivas que se diferencian en su morfologia de las denominadas
piocinas F. Las R y las F, son producidas por el 90% de las cepas. Alrededor de un 70% sintetizan piocinas
S, que se caracterizan por ser difusibles en agar.

Respecto a los bacteriofagos, se ha establecido que aproximadamente el 90-100% de las cepas san
lisogénicas. Esto no ha impedido el aislamiento de algunos fagos que en su mayoria pertenecen al tipo A de
Bradley. Su acido nucleico puede ser ADN o ARN. El receptor fagico suele ser el LPS, pero algunos se

adsorben a proteinas de membrana extema o a fimbrias.

1.3.3. Estructura antigénica.

e Antigeno O.

Se encuentra en el lipopolisacarido (LPS), es termoestable y responsable de la especificidad

antigénica y de la susceptibilidad a bacteriocinas y fagos. Permanece unido a través de un nucleo comun de

oligosacaridos al lipido A.
La heterogeneidad antigénica ha sido utilizada por diversos autores para establecer un sistema de

tipificacion. Entre ellos, el sistema empleado por Liu et al. (1983) es uno de los mas empleados. Reconoce 17

SEerogrupos.

11
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o Antigeng H.

Se han diferenciado dos antigenos flagelares termolabiles. Uno de ellos es “uniforme”, es decir,

serologicamente indivisible. El otro, “complejo”, esta compuesto de 5-7 factores.

o Otros Antigenos.

La membrana externa (OM) de Pseudomonas aeruginosa contiene numerosas proteinas antigénicas,
seis de ellas estan bien caracterizadas. Destacan, la proteina F (fuertemente antigénica), la proteina 1 y las
proteinas H (H1 y H2) que son comunes entre Pseudomonas aeruginosa y otras Pseudomonas. (Hancock y

Carey, 1979; Mutharis y Hancock, 1985).

1.4. Epidemiologia e importancia clinica (32,60,105,170,173).

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo ubicuo presente en todo tipo de ambientes, en el
agua, suelo y vegetacion, de todo el mundo y entre un 10-20% de la poblacion sana como constituyente de la
flora normal.

La infeccion por Pseudomonas aeruginosa, aun siendo rara en individuos sanos, puede producir
otitis graves (otitis del nadador, otitis necrotizante), infecciones posquirurgicas del ojo muy graves, queratitis
por el uso de lentes de contacto, bacteriemias en adictos a drogas, etc. Su versatilidad para sobrevivir en
cualquier tipo de ambiente, le permite crecer en medios tan inusuales como medicamentos, soluciones
desinfectantes, aerosoles, sueros, agua de dialisis, y en general en lugares donde exista un cierto grado de
humedad. Todo ello le convierte en un patogeno oportunista tipico, responsable de un gran numero de
infecciones nosocomiales.

La infeccién nosocomial por Pseudomonas aeruginosa ha aumentado en los ultimos afios. En
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Espafia se considera que es responsable del 10% de las infecciones nosocomiales, ocupando el segundo lugar
en importancia.

Pseudomonas afecta principalmente a inmunodeprimidos, sometidos a terapéutica antibidtica,
traumatizados, traqueotomizados, intubados y en general en los procesos que requieran manipulacion y
estancia hospitalaria larga.

La infeccion de la piel es sistematica en pacientes con quemaduras graves. También puede afectar a
la herida quirurgica.

Las infecciones nosocomiales del tracto urinario afectan, principalmente, a personas sondadas
durante mucho tiempo, a transplantados de rifion y a sometidos a dialisis.

Las infecciones pulmonares del tipo neumonias, abscesos, etc, son importantes cuando afectaq a
sometidos a intubacion o respiracion asistida. También tienen particular importancia las infecciones
asociadas a leucemias mielociticas, por su alta frecuencia y elevada mortalidad (80%).

Pseudomonas aeruginosa puede producir endocarditis en inmunosuprimidos y, con mucha menor
frecuencia, meningitis graves.

La infeccion por cepas mucoides de Pseudomonas aeruginosa, asociada con la fibrosis quistica, se

considera también sistematica. Su incidencia varia entre un 70-80% de los afectados.
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Tabla 1. Caracteristicas diferenciales de Pseudomonas spp. aisladas de muestras clinicas

P. aeruginosa  P. fluorescens P. putida  P. stutzeri P mendocina

Piocianina 70 0 0 0 0
Oxidasa. 100 100 100 100 100
CREC. 42°C 100 0 0 920 100
CREC. 4°C 0 1 4 100 é? é?
Red. Nitratos 74 19 0 100 100
Gas de Nitratos 60 4 /3 100 100
Pioverdina 69 91 82 0 0
ADH 99 99 99 0 100
LDC 0 0 0 0 0
- Phe/ala 8 3 2 55 50
Gelatinasa 46 100 0 0 0
Nvde flagelos- 1 >I >f 1 1
Indol 0 0 0 0 0
G+Cmoles% 67.2 59.4-61.3 60.7-62.5 -60.6-66.3 é?
ADH: arginina deshidrolasa LDC: lisina descarboxilasa Phe/ala: fenilalanina desaminasa

V: algunas cepas crecena 4° C
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2. AMINOGLICOSIDOS.-

2.1. Historia (43,52,55,117,118,184,217)

El primer antibidtico aminoglicésido descubierto fue la ESTREPTOMICINA (Schatz et
al.,1944). El descubrimiento se produjo a partir de una cepa de Streptomyces griseus que fue mutada por
irradiacion por Waksman y Lechevalier en 1953.

La estreptomicina uni6 a su actividad frente a gram-negativos el hecho de ser el primer antibiético
eficaz frente a Mycobacterium tuberculosis. A pesar de este éxito inicial, ya en 1949 aparecen las primeras
resistencias en bacilos gram-negativos, sin embargo, su actividad frente al Mycobacterium se ha preservado
hasta la actualidad, normalmente asociado a otros antibicticos de accion sinérgica.

La NEOMICINA fiee aislada por Waksman y Lechevalier en 1949 a partir de Streptomyces fradiae.
La neomicina aislada contenia dos componentes activos denominados Neomicinas B y C. La Neomicina A
era un producto de degradacion de las dos anteriores.

Decaris en 1953 obtuvo, a partir de Streptomyces lavandulae, 1a FRAMICETINA que result6 ser
quimicamente analoga a la Neomicina C.

Umezawa en 1953, aislo de Streptomyces kanamyceticus, la KANAMICINA. La Kanamicina
contenia tres productos denominados Kanamicina A, B y C. La Kanamicina B o KANENDOMICINA esla
aminodesoxikanamicina A.

Partiendo de Streptomyces rimosus var. paromomicinus se obtuvo la PAROMOMICINA. Se
aislaron dos compuestos Paromomicinas I y II. Quimicamente analogas a la Paromomicina I son la
AMINOSIDINA, CATENULINA ¢ HIDROXIMISINA. La aminosidina se aislo a partir de Streptomyces
chrestomyceticus y en 1965, de una cepa de Streptomyces fradiae.

Mas adelante se intent6 la modificacion quimica de los aminoglicisidos que hasta entonces se habian

obtenido para intentar lograr una mayor efectividad y una menor toxicidad de estas sustancias. Fue un
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proceso que no produjo demasiados resultados, de forma que la busqueda de nuevos aminoglicosidos se
extendid a otros microorganismos. El equipo de investigacion de Schering Corporation analizo un grupo poco
conocido, los micromonosporas. De esta forma Weinstein y cols., en 1963, obtuvieron de Micromonospora
purpurea la GENTAMICINA. La Gentamicina es un complejo de cinco productos (A, B, Ci, Cia y C2). Su
estructura fue descubierta por Cooper y cols., en 1971.

La NEBRAMICINA fue un complejo obtenido en 1967 de Streptomyces tenebrarius. De este
complejo el denominado factor 6, es la TOBRAMICINA.

En 1961 se desarrollé la ESPECTINOMICINA a partir de Streptomyces spectabilis y Streptomyces
SAavopersicus.

Las LIVIDOMICINAS A y B son productos aislados en 1971, a partir de Streptomyces lividus.

La RIBOSTAMICINA se obtuvo de Streptomyces ribosidificus #n 1970.

Las BUTIROSINAS A y B son producidas por Bacillus circulans. |

La SISOMICINA denominada inicialmente Rickamicina fue aislada de Micromonospora inyoensis
en 1970.

La reduccion de los grupos hidroxilo de los carbonos 3 y 4 de la Kanamicina llevo en 1971, a la
obtencion de la DIBEKACINA (3°,4 -didesoxikanamicina B).

La AMIKACINA es también un derivado semisintético obtenido de la Kanamicina A.

De la Sisomicina se han obtenido varios derivados semisintéticos de ellos el mas eficaz es la N-

etilsisomicina (NETILMICINA).
2.2. Clasificacion y estructura quimica (29,43,117,118).

Los aminoglicésidos se definen quimicamente como alcoholes ciclicos aminosustituidos
(aminociclitoles), unidos mediante enlaces glicosidicos a uno o mas aminoazicares. Dentro de los

aminoglicésidos se incluyen también la ESPECTINOMICINA, DIHIDROESPECTINOMICINA vy
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TROSPECTOMICINA a pesar de que son aminociclitoles puros (sin aminoaziicares), caracterizados por el
aminociclitol ACTINAMINA.

Habitualmente se clasifican, en funcion del nimero de aminoazucares unidos al aminociclitol, en
pseudodisacaridos, pseudotrisacaridos y pseudotetrasacaridos.

Los pseudodisacaridos se caracterizan pbr presentar el aminociclitol fortamina 6-monosustituido e
incluye las FORTIMICINAS A (ASTROMICINA), Cy D, DACTIMICINA ¢ ISTAMICINAS Ay B.

Los pseudotrisacaridos se subdividen a su vez segin posean como aminociclitol la
ESTREPTIDINA o bien, 2-DESOXIESTREPTAMINA. Al primer grupo pertenecen las estreptomicinas.
Entre los que presentan 2-desoxiestreptamina como aminociclitol nos encontramos con compuestos 4-
monosustituidos como la APRAMICINA, 4,5-disustituidos como BUTIROSINA y RIBOSTAMICINA y
4 6-disustituidos que incluye el grupo de las Kanamicinas y al grupo de las Gentamicinas (Tabla 2).

Los pseudotetrasacaridos poseen como aminociclitol 2-desoxiestreptamina disustituida en posicion
4,5 en NEOMICINA, LIVIDOMICINA B y PAROMOMICINA.

Existe otro sistema de clasificacion en uso, basado en la presencia de estreptidina o de
desoxiestreptamina como aminociclitol caracteristico.

El grupo de la estreptidina incluiria las estreptomicinas A y B, hidroxiestreptomicina y
dihidroestreptomicina (Figura 2).

El grupo de la’ desoxiestreptamina incluiria la familia de las Neomicinas (sustituidas en posiciones
adyacentes 4,5), la familia de las Kanamicinas (sustituidas en 4,6) y la familia de las Gentamicinas
(sustituidas en 4,6) y la Apramicina (Figura 1).

Los carbonos en el aminociclitol (desoxiestreptamina o estreptidina) se numeran del 1 al 6. Los
dtomos de carbono del grupo unido al carbono 4 de la desoxiestreptamina (o estreptidina en la
estreptomicina) se numeran del 1° a 6', mientras que los atomos de carbono en el grupo sustituidoen Soen 6

del anillo de la desoxiestreptamina se numeran del 17 al 6”.
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Figura 1.- Estructura quimica de los aminoglicdsidos 2-desoxiestretaminados
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Figura 2.- Estructura quimica del aminociclitol Estreptidina y de la Estreptomicina
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2.3. Propiedades.

Los aminoglicésidos, son antibidticos polares, solubles en agua y policatiénicos, generalmente
estables al calor y a cambios de pH en el rango de 5 a 8. En general presentan una gran eficacia frente a
gram-negativos aerobios e incluso frente a algunos anaerobios capaces de crecer en aerobiosis. Son
antibidticos de accion bactericida, dependiente de la concentracion y se ven poco influenciados por el inoculo.
Presentan un efecto post-antibiético (PAE) prolongado y son activos incluso por debajo de su concentracion
minima inhibitoria (CMI). El efecto post-antibiético o efecto de persistencia del antibictico, se define como el
periodo de tiempo de supresion del crecimiento bacteriano que sigue a una exposicion corta (1 0 2 horas) de
un antimicrobiano dado.

Su accion es sinérgica con antibiéticos B-lactamicos y otros antibiéticos que actian sobre la pared
bacteriana.

Son antibidticos potencialmente nefrotoxicos y ototoxicos.

2.4. Mecanismo de accion.

Los aminoglicdsidos ejercen su accién en una serie de etapas que culminan con la entrada del
antibiético en la bacteria y su union al ribosoma. Esta union produce errores en la pauta de lectura del
ARNm durante la sintesis proteica. Aunque este efecto no explicaria por si solo Ia accién bactericida de estos
antibidticos es importante conocer los mecanismos por los que acceden al interior celular.

La acumulacion del antibidtico se produce obedeciendo a tres fases. La primera de ellas es una unién
ionica a la superficie celular, que no requiere energia (EIP), mientras que las dos fases siguientes requieren

de un aporte energético (EDP-1'y EDP-II).
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2.4.1. Etapa inicial de unién iénica. (EIP).

Los aminoglicosidos se caracterizan por poseer a pH fisiologico de 3 a 6 cargas positivas retas
debido a la presencia de grupos amino que poseen un elevado pK (44). La unién electrostatica a la superficie
bacteriana, cargada negativamente, se produce de manera casi instantanea. Esta union inicial es reversible y
va a depender de la fuerza iénica del medio, por tanto, puede ser inhibida por la accion competitiva de otros
agentes cationicos especialmente por cationes divalentes. El antagonismo entre aminoglicc')sidos y cationes
divalentes es un fendmeno bien caracterizado (198).

En bacterias gram-negativas estos lugares de union anionicos son, en la superficie celular, los
residuos de fosfato del LPS y distintas proteinas de la membrana externa (OM) y en la membrana celular las
cabezas polares de los fosfolipidos (153).

Tras esta unién los aminoglicdsidos difunden a través del espacio periplasmico hacia la membrana
citoplasmatica por difusion hidrofilica por medio de poros constituidos por proteinas de membrana extema
(porinas) o a través de los intersticios celulares de la pared de las bacterias gram-positivas (44).

A pesar de que Pseudomonas aeruginosa posee un limite de exclusion de poro mayor que el de
Enterobacterias y que por tanto éste no supondria una barrera frente a la entrada de compuestos hidrofilicos,
su actividad es sustancialmente menor (73,77,221). Se ha estimado que solamente entre el 0.2-1% de las
moléculas de porinas forman canales funcionales abiertos. Esta es una de las propiedades que explican la
baja permeabilidad intrinseca en Pseudomonas aeruginosa, a distintos compuestos hidrofilicos incluidos los
antibicticos.

La contribucion de la ruta de difusién hidrofilica para la acumulacion de aminoglicosidos en
Pseudomonas aeruginosa es por tanto menor (74,75).

En 1981, Hancock, propuso el “mecanismo autopromotor” como ruta principal de difusion en
Pseudomonas aeruginosa. Esta via implica el desplazamiento competitivo de cationes divalentes,

principalmente ng, por parte de estos antibidticos. Este desplazamiento destruye las uniones que estos
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cationes establecen entre moléculas de LPS adyacentes con la consiguiente desestabilizacion de la estructura
de la membrana externa (1,74,75,147,155,168,179). La base molecular de la integridad de la membrana
externa radica en el LPS, de forma que, al quedar afectada, aumenta la difusion pasiva del antibictico hacia
el periplasma (211).

El mismo efocto desestabilizador sobre Pseudomonas aeruginosa, lo ejercen otros compuestos
policatiénicos como detergentes, poliaminas, polimixinas, Tris, etc. (157).

El efecto desestabilizador se ha podido observar por microscopia electrénica sobre la membrana
externa de Pseudomonas aeruginosa, sometida a concentraciones subinhibitorias de gentamicina (123) y

amikacina (216).

2.4.2. Fase de entrada dependiente de energia I. (EDP-I).

La segunda fase de entrada del antibidtico al interior celular, es la primera que requiere energia y
varia en duracion dependiendo de la concentracion extema del antibidtico (198).

Durante esta fase, el antibictico atraviesa la membrana celular a expensas de un gasto energetico.
Esta energia proviene de los mecanismos celulares implicados en el mantenimiento del metabolismo aerobio
(cadena transportadora de electrones y fosforilacion oxidativa). Se ha demostrado que los inhibidores de uno
u otro proceso asi como los agentes desacoplantes producen una disminucion significativa de esta fase
(24,25,26,27,28,44).

El metabolismo aerobio permite mantener un gradiente de protones ApH respecto al exterior y un
potencial de membrana negativos AY . Ambos valores son parametros de la fuerza proton-motriz.

La diferencia de potencial de membrana juega un importante papel en el establecimiento de esta fase
ya que es la fuerza conductora que permite la entrada del antibictico (25,44) encontrandose de hecho, que
existe una relacién directa entre AW, la velocidad de entrada del antibidtico y su accién bactericida (53).

Hélje, en 1978, sugiri6 que los aminoglicosidos atravesaban la membrana plasmatica como
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policationes, en respuesta a dicha diferencia de potencial. Sn embargo, Bryan demostro, que para la entrada
de los aminoglicsidos debian existir transportadores, y sefialé ademas a las Quinonas respiratorias como
posibles candidatos a este papel (25). |

Se han propuesto otras moléculas como posibles transportadores, por ejemplo, los citocromos
(Campbell y Kadner, 1980), y aunque existen evidencias de que pueda estar involucrado algin sistema de
transporte especifico, parece mas plausible pensar en la existencia de distintas moléculas que funcionan como
transportadores (44), incluyendo sistemas de transporte para azicares, aminoacidos, poliaminas, etc. (44,53).
La naturaleza del transportador sigue sin conocerse.

Durante esta fase la célula permanece viable y la sintesis proteica continiia, aunque se pueden
producir errores (53). El transporte del antibidtico unido a un transportador no saturable se realiza gracias a

la fuerza conductora del AW.

2.4.3. Fase de entrada dependiente de energia IL. (EDP II)

Es el proceso que permanece menos claro. Durante esta fase se produce una aceleracion lineal de la
velocidad de entrada del aminoglicésido, se inhibe la sintesis proteica y comienza la muerte celular. Se
requiere un aporte energético que proviene de la cadena transportadora de electrones y probablemente de la
hidrolisis de ATP (53, 198).

Para la induccion de esta fase son necesarios una serie de prerequisitos en el interior celular. El
factor mas importante es la presencia de ribosomas sensibles a los aminoglicosidos. Estos ribosomas
sensibles han de estar “activos” es decir, se requiere que la sintesis proteica continte (44). Los inhibidores de
la sintesis proteica inhiben también esta fase.

La interaccion del antibidtico con los ribosomas se traduciria teoricamente, en una caida del
potencial de membrané'y aunque se produce una marcada pérdida de K’, esta caida del potencial no se

observod (28).
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Bryan elaboré un modelo en el que la transferencia progresiva del antibictico causa una degradacion
de polisomas y acumulacion de ribosomas libres e inhibicién de la sintesis proteica. Estos ribosomas libres
actuarian ahora como dianas para el antibidtico acelerando el proceso. Esta entrada compromete la integridad
de la membrana y su funcionamiento, llevando por ultimo a la muerte celular (28,53,198).

Davis introdujo una serie de modificaciones en el modelo anterior. En la EDP II se produce ademas
la incorporacion a la membrana celular de proteinas erroneas o aberrantes que funcionan como canales no
especificos lo que explicaria el aumento en la velocidad de entrada del antibidtico durante esta fase en un
ciclo autocatalitico. Estas modificaciones crean sin embafgo, algunos problemas termodinamicos que estan

aun por considerar (198).
2.5. Toxicidad y dosis tnica (42,58,62,92,99,117,127,131,156,16€,185,218).

Todos los aminoglicosidos presentan efectos potencialmente toxicos, aunque en distinto grado
dependiendo de cada antibiético en particular. Estos efectos se manifiestan como ototoxicidad, nefrotoxicidad
y paralisis neuromuscular. El mecanismo molecular subyacente esta aun por determinar aunque implica la
interaccion de estos agentes policationicos con polianiones tales como el fosfatidilinositol, fosfatidilinositol di
y trifosfato.

La paralisis neuromuscular es un fenomeno clinico raro aunque grave. Se puede manifestar cuando
la concentracién del antibidtico es lo suficientemente alta tras la administracion parenteral o mntravenosa o
bien por la absorcién desde los espacios pleural o peritoneal. Hay una mayor predisponibilidad en pacientes
con insuficiencia renal, miastenia gravis, tratados con curarizantes o anestesicos.

La paralisis tiene lugar como resultado de la inhibicion presinaptica en la liberacion de acetilcolina.
También se produce un bloqueo postsinaptico de los receptores para la acetilcolina.

La ototoxicidad de los aminoglicosidos se produce tanto a nivel cloclear como vestibular. Va a

depender del tiempo de tratamiento y de la concentracion del antibidtico administrado. Es un proceso
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acumulativo que puede acarrear dafios irreversibles. A nivel vestibular es donde se produce una mayor
afectacion.

El mecanismo implica la destruccion selectiva de las células ciliadas externas e intenas del 6rgano
de Corti. Las células se ven afectadas por la concentracion del antibiético en la perilinfa y endolinfa que bana
a estas células.

Clinicamente la ototoxicidad afecta a un 3-5% de los pacientes que reciben gentamicina, tobramicina
o amikacina.

Todos los aminoglicosidos son capaces de prc;duCir nefrotoxicidad aunque existen diferencias
individuales entre ellos con respecto a su potencial nefrotoxico.

El mecanismo molecular involucra un transporte rapido, acumulacion extensiva y retencion “avida”
del antibidtico por periodos de tiempo prolongados. El proceso implica la unién inicial iénica al
fosfatidilinositol de las células tubulares proximales. Una vez dentro de la célula interfieren con los lisosomas
al estar estos cargados negativamente. No se sabe si el dafio en las células tubulares es un efecto atribuible al
lisosoma o si este es extralisosomal. Morfologicamente originan una acumulacion de estructuras
multilamelares denominadas cuerpos mieloides.

Clinicamente, la nefrotoxicidad se define como la reduccién de la velocidad de filtracion glomerular
(elevacion de la creatinina del suero). Esto ocurre en un 5 -25% de los tratamientos.

El potencial nefrotoxico de los aminoglicdsidos es, por orden de importancia: neomicina,
gentamicina, sisomicina, kanamicina, amikacina y tobramicina.

Durante mucho tiempo se ha tratado de establecer la medida clinica que preservase el potencial
antibacteriano y simultaneamente disminuyese el potencial nefrotoxico y ototéxico. Se ha encontrado por
ejemplo, que la administracion concomitante de ticarcilina reduce el riesgo de nefrotoxicidad mientras que
otros antibidticos como la vancomicina, anfotericina B o ciclosporinas la aumentan. Recientemente se ha
establecido el concepto de dosis tnica en las terapias de administracién de aminoglicosidos. Distintos estudios

han demostrado que la incidencia de la nefrotoxicidad y ototoxicidad no solo no aumenta sino que de hecho
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disminuye cuando estos antibiéticos se administran en dosis unica frente al tratamiento tradicional que divide
la dosis diaria. Su utilizacién en una tnica dosis al dia, consigue mantener niveles plasmaticos elevados y

mantener su eficacia gracias a la duracién del efecto postantibictico.
2.6. Espectro de accion.

Los aminoglicosidos son efectivos frente a bacilos gram-negativos aerobios y facultativos incluyendo
Pseudomonas, Acinetobacter y otros no fermentadores nosocomiales. También son efectivos frente a
Staphylococcus aureus . Aproximadamente el 75% del total de las cepas analizadas son sensibles.

Los aminoglicésidos son considerados como una excelente eleccién frente a infecciones graves
especialmente las causadas por Pseudomonas aeruginosa.

Los cationes divalentes tales como el calcio y el magnesio en el medio ejercen un profundo
antagonismo sobre la actividad “in vitro™ de estos antibidticos especialmente en el caso de Pseudomonas
aeruginosa de forma que, cuando se estudia la sensibilidad en medio liquido, se ha de suplementar con
concentraciones fisioldgicas de estos cationes.

La gentamicina, tobramicina, netilmicina y la amikacina son activas frente a Pseudomonas
aeruginosa. Aunque la gentamicina y la tobramicma presentan un patron de.actividad similar, la
gentamicina es mas potente frente a Serratia y la tobramicina frente a Pseudomonas. Ni la estreptomicina n
la kanamicina son activas frente a Pseudomonas aeruginosa.

Entre los gram-positivos la mayor eficacia es frente a Staphylococcus aunque no suelen ser el
tratamiento de eleccion ya que existen otros antibidticos con mayor eficacia clinica. Los Enterocos y los
Estreptococos son resistentes a los aminoglicosidos aunque ocasionalmente puede administrarse penicilina o
vancomicina en tratamientos sinérgicos con gentamicina.

Son activos. frente a Haemophilus y Legionella. También el aminociclitol espectinomicina es

efectivo frente a Neisseria. Listeria monocytogenes es susceptible y se administran asociados a ampicilina.
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La estreptomicina se considera el antibidtico de eleccion frente a Francisella tularensis y Yersinia
pestis y a menudo, en brucellosis. Sin embargo, su actividad principal la ejerce frente a Mycobacterium
tuberculosis.

La paromomicina tiene actividad frente a varios parasitos: Entamoeba hisfolyﬁca, Taenia sagitata,

Taenia solium, Dipylidium canicum, Diphylobothrium latum e Hymenolepis nana.
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Tabla 2. Familias de antibi6ticos aminoglicésidos.

C Aminociclitol Familia Antibidtico

Estreptidina Estreptomicina EstreptomicinaAy B

Desoxiestreptamina Kanamicinas Kanamicina A, By C

 Tobramicina
Gentamicinas Gentamicina Cy, €1,y €;
Sisomicina
Netibmicina
Isepamicina
Neomicinas Neomicinas A, By C
Paromomicinas

Lividomicinas Ay B

Rib ..
Butirosinas Ay B
Aminociclitoles puros: Espectinomicina
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3. MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS AMINOGLICOSIDOS.-

Se conocen cinco tipos principales de mecanismos de resistencia a antibioticos
aminoglicdsidos: resistencia ribosomica, alteracion en el sistema de transporte, impermeabilidad de la

membrana externa, resistencia adaptativa y modificacién enzimatica del aminoglicésido.
3.1. Resistencia ribosémica.

La resistencia ribosémica a los aminoglicésidos, se produce por mutaciones puntuales que
afectan a proteinas ribosomales que constituyen la diana de dichos antibiéticos (53,38,117,118).

Su importancia clinica es escasa debido a que es un fendmeno poco frecuente. Se ha
encontrado principalmente frente a la estreptomicina y la espectinomicina (117,118).

En los aislados con resistencia ribosomica, se ve inhibida la etapa EDP-II del mecanismo de
entrada de los antibidticos aminoglicosidos (74).

La resistencia ribosémipa es espontanea, irreversible y hereditaria. Se ha encontrado en
aislados clinicos de Neisseria gonorrhoeae, Enterococcus, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa.

Algunas mutaciones ribosomales han sido muy bien caracterizadas. Asi, la mutacioén puntual
rpsL en E. coli k-12 cambia un aminoacido de la proteina S12 de la subunidad 30S. Dado que la
estreptomicina tiene su principal lugar de unién en la proteina S12, la mutacion produce resistencia de
alto nivel a la estreptomicina (34,117).

Otras mutaciones ribosomales descritas afectan a la proteina S7 confiriendo resistencia a
neamina (mutaciones nea B y rps Q (nea A)), proteinas S5 y S7 confiriendo resistencia a la
espectinomicina y también a la neamina por mutaciones que afectan a las proteinas S7, S12 y S17

(29,53).
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La mutacién Ksg A confiere resistencia a kasugamicina modificando la S-adenosilmetionina-
adenosil (ARNr)-dimetil transferasa del ARNr 16S. La mutaciéon Ksg C afecta a la proteina S2
(29,53).

La resistencia ribosémica a antibidticos aminoglicosidos desoxiestreptaminados no puede
lograrse en un tUnico evento mutacional. Esto refleja probablemente, la existencia de numerosos
puntos de unién de estos antibidticos en el ribosoma bacteriano (53,117,118).

Se han aislado mutantes de resistencia a Gentamicina que se caracterizaban por poseer la
mutacion rplF que afecta a la proteina ribosomal L6 pero en combinacién con la mutacion unc que

reduce el transporte de aminoglicosidos a través de la membrana externa (2,27,53).

3.2. Resistencia por alteraciones del transporte del antibiético.

La entrada de los aminoglicésidos al interior celular, tras la unién idnica inicial, se produce en
dos fases que requieren de un aporte de energia (EDP-I y EDP-I).

La produccion de energia deriva del metabolismo aerobio a través del acoplamiento de la
cadena transportadora de electrones y de la fosforilacién oxidativa lo que permite ademas, el
mantenimiento de la fuerza proton-motriz (24,25).

En general, las mutaciones que modifican el transporte son de dos clases. Aquellas que alteran
el transporte aerdbico (mutaciones que, por ejemplo, afectan a citocromos y quinonas respiratorias) y
una segunda clase constituida por mutaciones de efecto desacoplador.

Este tipo de mutaciones de cualquier componente implicado en la produccion de energia,
producen resistencias cruzadas a todos los aminoglicosidos ya que se impide el acceso del antibidtico
a su diana. La fase afectada es la EDP-I (25).

Se han aislado mutantes de resistencia que presentaban deficiencias tanto en componentes de

la cadena transportadora de electrones como de la fosforilacion oxidativa (2,24,25,28,44).
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En Pseudomonas aeruginosa el mutante PAO 2401 seleccionado mediante mutagénesis
quimica, presentaba resistencia cruzada a todos los aminoglicésidos evaluados. La mutacion,
denominada agl A se manifestaba en una reduccion del contenido en citocromo Css; y una
disminucion de la actividad nitrato reductasa (Nar) asi como, un cambio en la actividad oxidasa
terminal (26).

De igual manera a partir del aislado de P. aeruginosa PAO 503 resistente a Gentamicina, se
aislaron otros dos mutantes. El aislado PAO 2403 y el aislado PAO 2402 ambos caracterizados por no
presentar citocromo d e igualmente presentar una disminucion de la actividad nitrato reductasa (27).

En Pseudomonas aeruginosa, la mutacion unc que afecta al transporte asociada a la alteracién
de la proteina ribosomal L6 resulta en resistencia a Gentamicina (2).

Al contrario que en E. coli, en Pseudomonas aeruginosa no se han detectado mutantes que
presenten un desacoplamiento entre el transporte de electrones y la fosforilacion oxidativa
probablemente, porque este tipo de mutaciones serian letales en esta bacteria, cuyo metabolismo es

estrictamente respiratorio tanto aerobio como anaerobio (26,27,29,44).

3.3. Resistencia por “impermeabilidad” de la membrana externa.

Numerosos aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa presentan resistencia cruzada y
estable, a todos los antibidticos aminoglicésidos incluyendo los desoxiestreptaminados importantes.
En este tipo de aislados no se encuentran ni enzimas modificadores ni mutaciones ribosomales ni
alteraciones en componentes de la cadena transportadora de electrones o de la fosforilacion oxidativa,
que den cuenta de esta resistencia.

Esta resistencia fue denominada, en ausencia de cualquier otro mecanismo que la justificase,
como resistencia por “permeabilidad” o mas adecuadamente por “impermeabilidad” de la membrana
externa ya que se observé una disminucion de la acumulacién celular de estreptomicina y de

gentamicina marcadas radioactivamente. Gentamicina y estreptomicina, son habitualmente, los dos
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antibidticos mas utilizados en el estudio de la cinética de entrada del antibidtico en este tipo de
resistencias (77,143).

Aunque la resistencia por impermeabilidad de la membrana externa no esta restringida a
Pseudomonas aeruginosa, es con mucho en este microorganismo, donde con mayor frecuencia
aparece. También se ha descrito en otros gram-negativos, particularmente en Klebsiella pneumoniae.

El transporte del antibidtico al interior celular es un proceso multifactorial que se realiza en
sucesivas etapas. En Pseudomonas aeruginosa, al contrario que en E. coli, la etapa de unién idnica
inicial y la difusion siguiente del antibidtico hacia el espacio periplasmico, se realiza de manera
particular a través del denominado mecanismo autopromotor (74,79).

El estudio de la base molecular de la resistencia por impermeabilidad de la membrana externa,
en Pseudomonas aeruginosa, se ha centrado en los lugares de union iénica inicial (etapa EIP) de los
aminoglicdsidos en la superficie bacteriana. Estos “sitios de union™ se establecen principalmente en el

lipopolisacarido (LPS) y en distintas proteinas de la membrana externa (71,81,125,126).
3.3.1. Alteraciones mutacionales y adaptativas en las proteinas de membrana externa.

La descripcion del mecanismo autopromotor en P. aeruginosa por Hancock et al.
(72,74,77,148), en 1981, derivo del estudio de un mutante de resistencia que se caracterizaba por la
sobreproduccién de la proteina de membrana externa H1 (opr H1). Estos autores comprobaron
ademas, que no era necesario el aislamiento de mutantes para la sobreexpresion de la proteina, ya que
esta se producia de igual manera, bajo determinadas condiciones de crecimiento utilizando medios de
cultivo deficientes en Mg** (222).

Tanto en el mutante como en el aislado en el que se indujo la produccién de la proteina HI, la
sobreproduccién significaba una disminucién de la susceptibilidad a gentamicina y estreptomicina. A
partir de estos resultados, se concluyé que existe un lugar en la superficie de la membrana externa

(OM) que es protegido de la accién de distintos compuestos catidonicos como gentamicina y
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estreptomicina por la proteina H1(13,74,78,120,145,155,168). La opr Hl, actuaria reemplazando
cationes divalentes probablemente en el LPS, de forma que este sitio queda protegido del
desplazamiento competitivo por cationes divalentes o por antibidticos cationicos o por otras
sustancias cationicas (14,16,17,134,211,222).

La hipétesis de Hancock que contribuiria a explicar en parte la resistencia por
impermeabilidad de la membrana, no es compartida por otros autores.

Gilleland y Conrad, estudiando este tipo de mutantes de permeabilidad, no encuentran
cambios significativos en ei numero y concentracion- de las proteinas de membrana externa (oprs)
an.

Maloney et al. (122), en P. aeruginosa aisladas antes y después del tratamiento con amikacina
y que desarrollaron resistencia por impermeabilidad, no encontraron diferencias en los perfiles
plasmidicos, o cambios en las proteinas de membrana externa o en el LPS.

También se han obtenido resultados del estudio de mutantes supersusceptibles a antibidticos y
de sus revertantes. En los revertantes del mutante supersusceptible P. aeruginosa Z61 se pudo
comprobar que la baja permeabilidad de la membrana externa se debia a la baja proporcion de porinas
funcionales abiertas (6,111).

Se han caracterizado, molecular y funcionalmente, numerosas porinas de la membrana externa
de Pseudomonas aeruginosa (75,80,134,158,159,160) pero al contrario de lo que sucede en E. coli
ninguna de ellas parece intervenir, de forma especifica, en la difusién de aminoglicosidos.

En E. coli 1a difusion de estos antibidticos se produce de manera muy eficaz aunque sus pesos
moleculares estén préximos o incluso sean mayores que el limite de exclusién de las porinas

(73,79,153,221).
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3.3.2. Alteraciones mutacionales y adaptativas del LPS.

Las alteraciones en el Lipopolisacarido (LPS) constituyen una parte muy importante en el
estudio de los mecanismos de resistencia por impermeabilidad. Experimentalmente se ha podido
comprobar que las moléculas aisladas del LPS de Pseudomonas aeruginosa son capaces de unir
gentamicina. Al igual que ocurre con los puntos de unién en proteinas de la membrana extemna, la
formacién de complejos LPS-gentamicina puede ser desplazada “in vitro” por la adicion de cationes
divalentes, especialmente Mg>* y Ca’" (1,81,147).

El analisis quimico y cromatografico de las cadenas laterales del LPS purificado entre estirpes
susceptibles y de sensibilidad normal refleja unicamente pequefios cambios o microheterogenidades
(81,111,180).

En 1984, Bryan et al.(30), caracterizaron dos aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa
como resistentes por impermeabilidad. Cada uno de los aislados poseia un plasmido. La
transformacion de la cepa PAO 503 con el ADN plasmidico producia transformantes resistentes a
gentamicina, a un nivel inferior que el de la cepa original. La conjugacién con este ADN plasmidico
no tuvo éxito. La transduccion del ADN cromosémico a una cepa receptora resultaba también en un
bajo nivel de resistencia a gentamicina, menor que el obtenido en los transformantes. Segin estos
autores, en estas cepas, la resistencia vendria codificada al menos por dos genes. Un gen
cromosémico y otro plasmidico. La resistencia de bajo nivel, se produciria a través del cambio del
fenotipo del LPS de “liso” a “rugoso” y su codificacion seria cromosomica ya que, este cambio en el
LPS, no se observé en los transformantes pero si en los transductantes. La resistencia a un mayor
nivel tendria una codificacién plasmidica (30,157,179,220).

La caracterizacion del LPS como “liso” o “rugoso” fue establecida para diferenciar a aquellos
mutantes que pierden el fenotipo normal denominédo “liso” y presentan el alterado o “rugoso”.
Quimicamente el LPS de los mutantes rugosos presenta una notable reduccion en las cadenas

laterales de azicares (fundamentalmente fucosamina y derivados del acido manurénico) asi como de
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componentes del “core” (glucosa, ramnosa y glucosamina), y un aumento de componentes mas
internos del “core” (KDO, alanina y galactosamina). También se les denomina mutantes “deep rouhg”
(30,80,220). Las diferencias entre ambos tipos de LPS se observan en un gel de electroforesis de
acrilamida como una disminucién en el patrén de bandas obtenido.

La aproximacion experimental al mecanismo de resistencia por permeabilidad realizado por
otros autores no se ajusta a cambios Gnicos del LPS o de proteinas de membrana externa como
responsables de la resistencia por permeabilidad. En cepas resistentes a gentamicina y/o carbenicilina
se comprobé mediante microscopia electrénica, la presencia de plegamientos particulares en la
membrana externa (102,123). Estas cepas presentaban ademas, una pérdida del contenido de proteinas
totales de membrana externa, del LPS y del contenido en fosfolipidos. En cepas de sensibilidad
normal tratadas con aminoglicosidos se ha podido comprobar que se produce también una pérdida de
proteinas de membrana externa, de LPS y fosfolipidos (216).

En los aislamientos de Pseudomonas aeruginosa de pacientes con fibrosis quistica (CF), se ha
venido comprobando la pérdida de especificidad antigénica (8,76). Estructuralmente el LPS puede ser
dividido en tres regiones: el lipido A, el “core” o cuerpo central de oligosacaridos y las cadenas
laterales de polisacaridos O-antigénicas. La heterogeneidad del O-polisacarido es la que permite
diferenciar los distintos serotipos. Estudios recientes indican que Pseudomonas aeruginosa puede
producir dos formas distintas, quimica e inmunolégicamente, del LPS denominadas Banda A y Banda
B (112). La Banda B constituye la forma conservada responsable de la especificidad serologica, es de
alto peso molecular y fuertemente anidnica. La Banda A estd constituida por azicares
predominantemente neutros y ademas pierde el contenido en fosfatos que es sustituido por cantidades
estequiométricas de sulfato. En numerosos aislados de P. aeruginosa de pacientes con fibrosis
quistica se produce la sustitucion de la Banda B por la A y la pérdida consiguiente del serotipo
(98,112,119,181,195). Se ha estudiado la interaccién de la union idnica de gentamicina en los

derivados isogénicos resistentes A"B", A'B", A’B” comprobandose que la afinidad del antibiético es
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mayor en cepas que poseen unicamente la Banda B si bien esta afinidad mayor no parece ser

responsable del alto nivel de resistencia por permeabilidad que se presenta en estas cepas (119,181).

3.4. Resistencia adaptativa.

El uso de aminoglicésidos frente a Pseudomonas aeruginosa, a menudo se ve acompaiiado
del fracaso del tratamiento.ya que, cepas inicialmente sensibles, son reaisladas mostrando resistencia
cruzada a todos los aminoglicésidos clinicos importantes ain cuando el tratamiento se haya realizado
con un unico antibidtico (41,42,121,125,135,154). |

Estas cepas descritas inicialmente como resistentes por impermeabilidad de membrana, no
muestran sin embargo, las caracteristicas de la impermeabilidad. Es decir, son cepas que presentan
alteraciones morfolégicas minimas, no se observan alteraciones de Opr H1, no hay alteraciones en el
contenido en fosfolipidos y la adaptacién a un aminoglicésido no confiere resistencia a otros
antibidticos catidnicos como polimixinas ni a otros qompuestos cationicos como EDTA o Tris sino
{nicamente a aminoglicosidos. Por el contrario, estas cepas. presentan una serie de particularidades
que las caracterizan: alteraciones en el tiempo de generacion que, normalmente, es el doble del tiempo
de generacién de una cepa de sensibilidad normal, disminucion general en el contenido de proteinas
de membrana externa en el rango de 73-69 Kda aunque es mas obvia entomo a los 69 Kda (la Opr H1
no se ve afectada), y lo que es mas importante, la resistencia es inestable, solamente se mantiene en
presencia del antibidtico (15,59,100,219).

Esta resistencia, denominada adaptativa, necesita de un periodo de tiempo denominado
“crecimiento adaptativo” (de una a dos horas tras la exposicion inicial) que termina con el desarrollo
de refractariedad a todos los aminoglicésidos. En medios libres de antibidtico la resistencia inestable
revierte después de varias horas (41,42,59,92).

La resistencia adaptativa es un fenomeno de caracterizacion reciente, descrito inicialmente en

Pseudomonas aeruginosa durante el uso de aminoglicosidos. Sin embargo la pérdida de sensibilidad
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que se produce se ha demostrado también en otros microorganismos y frente a otros antibioticos como
betalactamicos y quinolonas (121,166).

Algunos autores consideran que la resistencia adaptativa es una forma de resistencia que se
puede incluir dentro de un fenomeno mas general denominado “persistencia adaptativa™ (10).

Las nuevas terapias de administracién de aminoglicosidos en dosis unica se han desarrollado
para evitar la aparicion de resistencias adaptativas en el curso de los tratamientos continuados
(10,27,42,58,99,100,131,156,185,219).

Han surgido distintos modelos experimentales que permiten aislar cepas con resistencia
adaptativa. En este tipo de cepas se ha podido establecer parte del mecanismo responsable de la
resistencia. La adaptacion, que aparece como respuesta a la presencia del antibidtico, parece debida a
una desregulacion de la segunda fase energética que permite la entrada del aminoglicésido al interior

celular (EDP-II). La causa ultima que origina esta desregulacion no se conoce (41,42).
3.5. Resistencia por modificacién enzimaitica del aminoglicdsido.

La resistencia a antibicticos aminoglicésidos, mediada por la produccion de enzimas
modificadores, es el mecanismo mas habitual y de mayor importancia desde el punto.de vista clinico,
ya que la mayoria de las enzimas se encuentran codificadas en pliasmidos y/o en trasposones
(5,29,63,37,38,45,53,125,169,223).

La produccion de enzimas modificadores es, en general, constitutiva es decir, independiente
de la presencia del antibiético (37,63). Unicamente el gen aac(6’)-Ic de Serratia marcescens'y el gen
aac(2’)-la de Providencia stuartii, presentan cierto grado de regulacién (189).

En un mismo aislado puede encontrarse mas de un enzima modificador.

La sintesis de enzimas no implica necesariamente la adquisicion de un fenotipo de resistencia,
ya que esta va a depender cualitativamente y cuantitativamente del hospedador. Experimentalmente se

ha podido comprobar que la tasa de modificacion, esto es, la Km del enzima, es crucial en la aparicion
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de la resistencia a los aminoglicésidos, al igual que ocurre con la velocidad de entrada del antibictico
al interior celular. Una gran afinidad del enzima y una baja velocidad de entrada del antibictico,
contribuyen a que el enzima presente en un determinado aislado bacteriano, pueda modificar un
mayor nimero de moléculas del antibictico. Por tanto, la aparicion de resistencias, va a depender del
balance que se establece entre la velocidad de entrada del antibidtico y su tasa de detoxificacion en el
interior celular (23,37,63,66).

Durante mucho tiempo se ﬁa pensado que estos enzimas se encontraban localizados en el
espacio periplasmico. Sin embargo, el hecho de necesitar como cofactores moléculas altamente
energéticas como el ATP o el Acetil CoA hacia dificil imaginar como ésto era posible. Posteriormente
se ha demostrado la localizacién citoplasmatica de algunos enzimas como la APH(3") en E. coliola
acetilasa AAC(3)-IVa (53,167,189). Otras como la adenilasa ANT(3”’)-Ia tienen una localizacion

periplasmica (189).
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4. ENZIMAS MODIFICADORES DE AMINOGLIC(')SIDOS.-.

4,1. Nomenclatura.

Se conocen tres clases de enzimas modificadores de aminoglicosidos: N-acetiltransferasas o
acetilasas (AAC), O-fosfotransferasas o fosfqrilasas (APH) y O-nuclectidiltransferasas o adenilasas
(AAD o ANT).

Las acetilasas catalizan la transferencia de grupos acetilo desde el Acetil Co-A a un grupo
amino diana en el aminoglicésido. Las acetilasas solo modifican aminoglicésidos que contengan 2-
desoxiestreptamina o fortamina y por tanto no modifican la estreptomicina (Sm) ni la espectinomicina

- (Spcm).

Las fosforilasas catalizan la transferencia de grupos fosfato desde el ATP, GTP, CTP o UTP a
un grupo hidroxilo en el antibiético.

Las adenilasas catalizan la transferencia de nucledtidos desde desoxirribonucledtidos o
ribonucleétidos trifosfato a un grupo hidroxilo del antibiético(63).

Cada una de estas clases incluye varias subclases: AAC(1), AAC(3), AAC(6’) y AAC(2’),
APH(3’), APH(3”), APH(2) y APH(5"); ANT(6), ANT(9), ANT(2’)(3”") y ANT@#’,4”"). El
namero entre paréntesis indica las posiciones o sitios de modificacion en los aminoglicosidos. Cada
subclase se clasifica en isoenzimas por su perfil de sustrato lo que se indica, mediante numeros
romanos por ejemplo, AAC(3)-1, AAC(3)-11 (29,66). Las proteinas unicas se indican, finalmente,
mediante letras: AAC(6°)-1a, AAC(6°)-Ib, etc. A medida que se han ido clonando y secuenciando genes
se han ido nombrando con distintas nomenclaturas. La mas aceptada actualmente es la propuesta por
Mitsuhashi que nombra al gen como al enzima pero éscrito en minuscula por ejemplo aac(6)-1a,

aac(6°)-Ib, etc (189).

39

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



ENZIMAS

4.2, Acetilasas.

Se han descrito cuatro clases de N-acetiltransferasas o acetilasas, que modifican un grupo

amino de los aminoglicésidos susceptibles en las posiciones 1-, 3-, 6’-y2’-(15,189).

AAC(1).

Lovering y col., comprobaron la modificacion del grupo amino en la posicion 1 de la
Apramicina (Apra) y las posiciones 1-y 6’- de la Neomicina (Neo) y Ribostamicina (Rm) que producia
un aislado veterinario de E. coli J62-1 (63,189).

El enzima AAC(]), se caracteriza por generar un fenotipo de resistencia a Apra, Lividomicina
(Lm), Rm y Paromomicina (Pm). Se ha comprobado que “in vitro”, modifica la butirosina (Bm) y
Neomicina (Nm).

El gen no ha sido clonado (189).

AACQ3).

Hasta el momento se ha determinado la secuencia y deducido la proteina de catorce genes
distintos que producen cinco patrones de resistencia diferentes (189). Cuatro de. estos genes se han
clonado de Actinomycetes (192).

Todos los aminoglicosidos activos poseen un grupo 5mino en posicion 3. Este grupo parece
jugar un importante papel en la unién del antibictico con el enzima y con los ribosomas. La pérdida por
modificacion de este grupo significa la perdida total de actividad del antibiotico. (142)

e AAC(3)-1.

Mitsuhashi y col., describieron la inactivacién por acetilacion de las posiciones 3- de las
Gentamicinas Ci., C1 'y C2 en extractos enzimaticos de P. aeruginosa (22,67,183). Brezezinska y col,,

describieron una actividad similar usando extractos parcialmente purificados también de P. aeruginosa
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(67,137,189,192,210).

Los aislados que poseen el enzima AAC(3)-l presentan un fenotipo de resistencia a
Gentamicina (Gm), Astromicina (Astm) y Sisomicina (Sis). A pesar de haberse observado inicialmente
en P. aeruginosa se encuentra ampliamente distribuida en Enterobacterias (189,192) y en menor
medida en aislados clinicos de Pseudomonas y Acinetobacter (4,189,192).

La acetilasa AAC(3)-] fue purificada y caracterizada por Williams y Northrop, posee un peso
molecular de 63.000 + 6.300 y esta constituida por cuatro subunidades de 17.000 + 1.700 D (45,223).

Se han clonado dos genes de resistencia distintos aac(3)-Ia y aac(3)-Ib (187,189,204). El gen
aac(3)-Ia se clono de los plasmidos pJR88, R1033(711696) y PU0901 originales de Enterobacterias,
Pseudomonas y Ser_'ratia (192). El gen aac(3)-Ia es uno, de los muchos genes de resistencia, de los que
se ha demostrado que estan presentes en “integrones”. Schowocho y col., clonaron de P. aeruginosa
STONE 130 un segundo gen aac(3)-Ib. Estos autores postularon también la existencia de un tercer gen
ya que encontraron que un 29% de los aislamientos que expresaban el fenotipo AAC(3)-1 no hibridaron
con sondas especificas para aac(3)-la y aac(3)-Ib (192). Entre los dos genes clonados hay una
homologia en la secuencia nuclectidica del 74%. La proteina deducida es similar en un 88% (189,192).

El término AAC(3)-Ia se ha usado para definir un fenotipo de resistencia a la Gm, Netilmicina
(Net) y de sensibilidad para la Tobramicina (Tm) que se ha encontrado tnicamente en Pseudomonas
aeruginosa.(169) En este sentido los fenotipos AAC(3)-Ia y AAC(3)-III serian exclusivos del género
Pseudomonas. Por el contrario, Bryan y col., no consideran el patrén de resistencia AAC(3)-la como
un fenotipo diferente. Segim estos autores, el fenotipo es similar al producido por el enzima AAC(3)-1 y
la explicacién de la resistencia ampliada a Net, 2’-Netilmicina (2°-Net) y 6’-Netilmicina (6’-Net) y Sis
radicaria en estas cepas, en la combinacion de una permeabilidad reducida mas la presencia del enzima.

e AAC(3)-11.

Descrita por Le Goffic y col., codificada en un plasmido conjugativo de Klebsiella

(45,53,169).
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La presencia del enzima produce resistencia a Gm, Tm, Dbk, Net, 6’-Net y Sis (189).

Durante un tiempo se pensé que el enzima AAC(3)-V constituia un fenotipo diferente. Sin
embargo, cuando pudo obtenerse el gen y se secuencid, se comprobd, que era idéntico al gen aac(3)-11
(4,187).

El enzima AAC(3)-II se encuentra principalmente en Enterobacterias aunque también aparece
en Acinetobacter, Serratia 'y, en menor medida, Pseudomonas (4,187,189).

Se han clonado tres genes: aac(3)-Ila, aac(3)-Ilb y aac(3)-llc. El gen aac(3)-lla es el mas
frecuente y se encuentra en el 84.8% de los aislamientos que presentan este enzima. Posee un 97% de
homologia con el gen aac(3)-Ilc diferenciandose tnicamente en 26pb lo que resulta en 12 aminoacidos
sustituidos. Las sondas desarrolladas a partir de estos gene cohibridan, pero no lo hacen con el gen
aac(3)-IIb. El gen aac(3)-IIb fue clonado de Serratia marcescens y se encuentra unicamente en un
5.9% de los aislamientos AAC(3)-11 (4,11,176,189,206,214).

e AAC(3)-11L.

Biddlecome y col. encontraron la actividad acetilante AAC(3)-IIl en un aislado de P.
aeruginosa PST en 1976. Es exclusiva del género Pseudomonas (18,43,45,67,169,214).

El enzima modifica la Gm, Tm, Dbk, 5-epi, Sis, Km, Nm, Pm y Lrﬁ (18). Es la unica acetilasa

capaz de inactivar la 5-episisomicina, lo que permite su correcta identificacion (64).

Se han identificado tres genes. El gen acc(3)-Illa se clon6 de P. aeruginosa PST-1y los genes

aac(3)-11Ib y aac(3)-Illc de Pseudomonas spp (189,215).

e AAC(3)-IV.

Davies y O’Connor aislaron en 1978 este enzima y comprobaron que puede acetilar la
Apramicina (Apra) lo que permite distinguirla de la AAC(3)-11I (45,53,137,169).

Las cepas que poseen el enzima AAC(3)-IV son resistentes a la Gm, Tm, Dbk, Net, 6”-Net, 2’-
Net, Apra y Sis.

Hedges y Shannon aislaron una AAC(3)-IV de una estirpe de E. coli codificada en el
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transposon 71800 (67).

Se ha clonado el gen aac(3)-IVa de Salmonella.

Es un enzima que se aisla muy raramente (189).

e AAC(3)-VIL.

Papanicolau y col., detectaron este enzima en Enterobacterias resistentes a la Gm (207).

Los aislados que poseen el enzima AAC(3)-VI, presentan un fenotipo de resistencia a Gm, 6’-
Net y Sis y, aunque no confiere resistencia, se ha detectado que también presenta una baja actividad
enzimatica frente a Tm, Net, 5-epi y Km (189).

El gen aac(3)-VI se clon6 de un plasmido conjugativo (>70kb) de E. cloacae 88020217.
Posteriormente se comprobé que el gen se encuentra en un integrén en la misma secuencia codificadora
que el gen ant(3”)-1. La proteina AAC(3)-Vla es idéntica en un 48% a la proteina AAC(3)-Ila y en un
© 39% con la proteina AAC(3)-VII (177,189).

e AAC(3)-VH, AAC(3)-VIII, AAC(3)-IX y AAC(3)-X.
Son acetilasas aisladas de Actinomycetes. Se han clonado los genes aac(3)-Vlla, aac(3)-Vllla,

aac(3)-IXa y aac(3)-Xa (189).

AAC(6’).

Umezawa y col. describieron, en un plasmido de resistencia de E. coli K12 R5 y Benveniste y
Davies en E. coli W677 una acetiltransferasa que era capaz de modificar los grupos amino en posicion
6’- de la Kanamicina y de la 3’,4’-didesoxikanamicina B. Se encontrd también en Pseudomonas
aeruginosa GN315 que modificaba aminoglicésidos de importancia clinica como la Tm, Net,
Amikacina (An), Astm, Sis, GmCia y GmC: y, en menor medida, GmC; e Isepamicina (Ise) (189,210).

Debido a que existian diversos patrones de resistencia producidos por enzimas AAC(6),
Mitsuhashi y Kawabe propusieron, basandose en estos patrones, una primera division en los tipos [ a

IV (169). En la clasificacién de Mitsuhashi, Ia AAC(6’)-] modifica a la KmA, KmB y Nm. La
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AAC(6")-11 ampliaria su espectro a la GmCi. y GmCa; la AAC(6’)-111 ademas de los anteriores
también modificaria la Dbk y la AAC(6’)-TV a la An. Haas y col. observaron que las acetilasas
caracterizadas diferian en su capacidad de modificar la amikacina (An) (45). Basandose en esta
caracteristica Meyer y Wiedemann (205) propusieron una clasificacion mas simple que unicamente
reconocia dos tipos las AAC(6°)-1 y AAC(6')-11.

o AAC(6’)-1

Aislada por Benveniste y Davies en 1971 y por Yagisaway col., en 1975 (137).

Las cepas portadoras presentan un patrén de resistencia caracterisﬁco a la Tm, Dbk, Net, An, 2’-Net,
5-epi, Sis. In vitro modifica también a la Isepamicina pero sin producir resistencia (137,189).

El enzima AAC(6°)-I modifica todos los antibidticos con grupos amino primarios en 6’-, la 6’-
Net y la GmCi no son modificados ya que poseen grupos amino secundarios en esta posicion.

Se han clonado y secuenciado hasta el momento diez genes distintos (114,115,137,189).

El gen aac(6’)-la clonado de Citrobacter diversus, se encuentra raramente y codifica una
proteina de 185 aminoéacidos. Posee secuencias flanqueantes relacionadas con el transposén 7n21
(56,116).

El gen aac(6’)-Ib, que se encuentra en el 70.6% de los aislamientos que poseen el fenotipo
AAC(6°)-1, (20,56,116,189) fue clonado por vez primera de un plasmido de resistencia de Serratia
marcescens. El gen clonado y secuenciado de 600bp codificaba para una proteina de 22.4 Kda con un
punto isoeléctrico de 5.35. El gen formaba parte de un “cluster” de genes de resistencia y su expresion
se encontraba bajo control de las secuencias reguladoras de la B-lactamasa de Tn3 (208). Nobuta y col.
caracterizaron el gen aac(6’)-Ib en el transposén Tn1331 de Klebsiella pneumoniae (56). También se
ha clonado el gen en la cepa P. aeruginosa BM2656. El gen clonado de Pseudomonas posee dos
secuencias de lectura abierta (ORF). La primera de ellas (ORF1) codifica la acetilasa y la segunda
codifica probablemente el ezima ANT(3™)(9). La identidad entre la secuencia ORF1 del gen aac(6’)-Ib

de Pseudomonas y el codificado en el “casette” génico del trasposon 7n1331 de Klebsiella es del
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99.2% (56,208).

El gen aac(6”)-Ic es cromosomico en Serratia marcescens de donde fue clonado. El gen se
encuentra independientemente de que se exprese o no la resistencia y es exclusivo del género Serratia
(188,189).

El gen aac(6’)-1d es muy raro y se cloné del trasposon 774000 (189).

El gen aac(6’)-le constituye la porcion amino terminal de la denominada enzima bifuncional
AAC(6")+APH(2"). Este enzima es habitual en gram positivos y solo reciéntemente se ha podido
]qcalizar en gram negativos (116,189,208).

Los genes aac(6’)-Ig, aac(6’)-Th y aac(6’)-]j se han clonado de Acinetobacter spp
(114,115,189). El gen aac(6’)-Ig es cromosdmico en Acinetobacter haemolyticus BM2685 y puede por
tanto usarse para la identificacion sp mediante “dot blot” de la especie (114). Los genes aac(6”)-lj y
aac(6’)-Th fueron clonados de Acinetobacter 13BM2689 y de Acinetobacter baumannii BM2686
respectivamente. El primero es cromosomico y su secuencia de 441 bp codifica una proteina de 16.698
Da. El segundo se localiz en un plasmido no conjugativo de 13.7 Kb y su proteina es de 16.677 Da.

El gen aac(6’)-1i fue clonado de E. faecium (115,189) y el gen aac(6’)-If de Enterobacter
cloacae (189).

e AAC(6°)-11.

Su patrén de resistencia a Gm, Tm, Dbk, Net, 2’-Net, S-epi y Sis, se ha observado
principalmente en Pseudomonas aeruginosa (53,186,189).

Se han clonado dos genes, aac(6’)-Ila y aac(6”)-1Ib (1 16,189).

Existe una importante diferencia en su capacidad de modificacion, entre las acetilasas
AAC(6)-1 y AAC(6")-II. Mientras que AAC(6")-1 modifica la An y no la Gm, la AAC(6°)-I1
modifica la Gm pero no la An (116,186,187,189,208). A pesar de esta diferencia existe un porcentaje
de homologia del 74% en la secuencia nucleotidica de los genes aac(6’)-1la y aac(6’)-Ib. La

comparacién de las proteinas deducidas muestra que son similares en un 82% (175).

45

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



ENZIMAS

El resultado del intercambio de dominios que se establece cuando se crean hibridos fusionando
las regiones 5> del gen aac(6’)-I y la region 3’ del gen aac(6’)-11 y al contrario es decir 5’
aac(6’)-Il/aac(6’)-1 3> ha demostrado que los aminoacidos de la regién carboxiterminal son los
responsables de la especificidad de sustrato del enzima.

El analisis de la secuencia nucleotidica de mutantes espontaneos con especificidad alterada es
decir, mutantes que a pesar de poseer el gen aac(6’)-1 muestran un fenotipo de AAC(6°)-II revela que
distintos cambios de bases causan la misma sustitucion de un aminoécido, una leucina por una serina
en la posicion 119. Esta sustitucion se presenta de forma natural en la proteina AAC(6’)-11. Usando
mutagénesis directa con oligonucledtidos con el fin-de producir el mismo cambio de aminoacido
(Ser—Leu) en la proteina AAC(6’)-1I se demostré un cambio en la especificidad ya que la proteina
paso a presentar el fenotipo AAC(6°)-1 (116,175).

Lambert, T. y col., han aislado un gen aac(6’)-Ib’ de la estirpe Pseudomonas fluorescens BM
2687 (116). La cepa modificaba escasamente la amikacina (20%) y el gen poseia una inica mutacion
puntual en 757 de la cadena nucleotidica. A partir de los datos obtenidos estos autores postulan, que la
identificacién fenotipica o por medio de hibridacién con sondas especificas de los fenotipos AAC(67)-1
y AAC(6°)-11 es de escasa validez dada la elevada homologia que existe entre los genes aac(6’)-Ib y
aac(6”)-Ila (116,205). Desarrollan ademas, un método de identificacion por PCR que utiliza “primers”

o cebadores especificos para cada gen.

AAC2).

Se aisld originalmente de una cepa de Providencia stuartii que también producia la
endonucleasa Pst 1 (45).

Los aislados que presentan este enzima, son resistentes a Gm, Tm, Net, Nm, Dbk, Sis y Lm
(189).

En Providencia el gen responsable es cromosémico mientras que Davies y Smith descubrieron
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el gen plasmidico en Proteus (169). El enzima AAC(2’) parece estar restringida al grupo Proviencia /
Proteus aunque también se ha encontrado en Pseudomonas (169,189).
El gen aac(2’)-la fue clonado de Providencia stuartii. El gen posee una unica secuencia de

lectura abierta que codifica una proteina de 179 aminoacidos.

3.4, Adenilasas.

Las adenilasas u O-nuclectidiltransferasas (AAD o ANT) catalizan la transferencia de
nucledtidos a un grupo hidroxilo en los aminoglicésidos susceptibles. Pueden modificar las posiciones

27,37~ 6-,9-y 4.

ANT(2”).

e ANT(2”)-1.

La actividad ANT(2”)-I fue descrita por Benveniste y Davies en un plasmido de una cepa de
Klebsiella rtesistente a Gm, Tm y Km (45,169). El enzima utiliza como cofactores tanto
desoxirriboﬁucleétidos como ribonucledtidos. Se ha encontrado también en los transposones 7 1700 y
Tn732 y en distintos plasmidos de Serratia, Klebsiella, Providencia. Citrobacter y E. coli (68,189)..

Los aislados portadores de este enzima se caracterizan por presentar un fenotipo de'resistencia
a la Gm, Tm, Dbk, Sis y Km. No modifica a la Isepamicina (Ise), An y Net a pesar de que estos
antibidticos poseen un grupo hidroxilo en 2”°. Esto se debe, a que poseen sustituyentes en el grupo
amino en posicion 1 que producen impedimentos estéricos que o bien impiden o bien disminuyen la tasa

de modificacion. (142)
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ANT(3»).

e ANT(3”")-L.

Caracterizada por Umezawa y col. (48), confiere resistencia inicamente a la estreptomicina
(Sm) y a la espectinomicina (Spcm) ya que modifica los grupos 3°” hidroxi de la estreptomicina y 9’
hidroxi de la espectinomicina (45,187). Se ha encontrado en plasmidos y en los transposones 7} n4,

Tm21, Tn2425 y Tn7 (19,45).

ANT@#’).
Los enzimas adenilantes en la posicion 4 fueron descritos inicialmente por Kayser y col., en
Staphylococcus.

o ANT(4%)-1.

Las adenilasas ANT(4’)-1, modifican también los grupos 4 ’-hidroxilo en la posic\ién :

ecuatorial de algunos antibidticos como la Dbk (67). También es denominada ANT(4’,47").

Presenta unr fenotipo de resistencia a la Tm, An, Isep' y Dbk. El enzima ANT(4’)-I se aisla
preferentemente en gram-positivos de donde se ha clonado el gen ant(4’)-Ia. (189) |

En 1989, Kettner y col. detectaron actividad ANT(4°,4°") en Enterobacterias (96).

o ANT(4”)-IL

Modifica la Tm, An e Isep. No modifica los grupos 4°’-hidroxi de la Dbk (96,189).

El gen ant(4’)-Ila fue encontrado y clonado de un aislado de Pseudomonas aeruginosa en
1981 (190).

Show y col. comprobaron que no existia homologia en la secuencia de los genes ant(4’)-la y
ant(4°)-1la. El primero hibridaba exciusivamente con aislados gram positivos y el segundo con gram
negativos.

Las sondas desarrolladas a partir de los dos genes clonados no hibridaron con algunos de los

aislados que presentaron el fenotipo ANT(4’,47) lo que indica la probable existencia de al menos un
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tercer gen (45,187).

ANT(6).

e ANT(6)-1.

Kawabe y col., detectaron la actividad adenilante en posicion 6 en aislados de Staphylococcus
aureus resistentes a la estreptomicina (189).

Se ha clonado el gen ant(6)-la.

ANTQ9).

e ANT(9)-1.

Fue inicialmente descrita por Le Blanc y col.. La presencia del enzima unicamente produce
resistencia a la espectinomicina (Spcm).

El gen fue aislado de un transposon el 71554 de Staphylococcus aureus 1206. (45). Su
secuencia es similar en un 34% con la secuencia ANT(3”)-I.

Se ha detectado también en Pseudomonas aeruginosa

4.4, Fosforilasas.

Modifican los aminoglicosidos susceptibles transfiriendo grupos fosforilo a los grupos hidroxi

en las posiciones 3, 27, 3", 5, 6 y 4. Probablemente son los enzimas modificadores de mas amplia

distribucion (12,45).

APH(3").
Modifican el grupo 3’-hidroxi de la aminohexosa de la Kanamicina (Km), Neomicina (Nm) y

antibioticos relacionados y el grupo 5°° —hidroxi de la lividomicina (Lm).
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Se han identificado siete isoenzimas distintas segun su especificidad de sustrato y secuencia
génica (45,189).

o APH(3’)-1.

Su actividad fue descrita por Umezawa y col. en una estirpe de E. coli que portaba un
plasmido de resistencia de Shigella sonnei (128,211). Doi y col., la identificaron también en
Pseudomonas aeruginosa.

El enzima APH(3")-I modifica la Km, Nm, Pm, Rm, Em, GmB 'pero no la Bm ni la Isep. Se ha
encontrado en Enterobacterias, P. aeruginosa, Campylobacter, Haemophilus y Acinetobacter pero no
en gram positivos (169).

Se han clonado tres genes distintos. Et gen aph(3°)-la del transposén 71903, el gen aph(3°)-Ib
del plasmido RP4 y el gen aph(3’)-Ic de klebsiella pneumoniae. Los genes aph(3°)-la y aph(3°)-Ic son
practicamente idénticos, diferenciandose {inicamente en stete nucledtidos. La sonda desarrollada a partir
del gen aph(3°)-Ia hibrida con el 90.5% de las cepas resistentes a la Nm y Km (189).

o APH(3)-11.

La actividad que caracteriza a este enzima fue identificada por Yagisawa y col. en E. coli
JR66/W677 e independientemente por Brezzinska y Davies en Pseudomonas aeruginosa H9, B13 y
Ps49 (128,161).

Los aislados productores de APH(3")-II, modifican la Km, Nm, Pm, Rm y Gm. Tambiéh
modifican a la An y Bm pero sin producir resistencia (189).

Se ha encontrado en P. aeruginosa, Enterobacterias, Acinetobacter y en Bacillus circulans y,
aunque se ha descrito actividad APH(3’)-1I desde 1975, su incidencia es en general escasa en cepas
clinicas (70,189).

Okii y col. demostraron en 1983 que el gen responsable se encontraba en el cromosoma de
Pseudomonas aeruginosa (PAO) entre los loci trp—6 y pro-82. El gen denominado aphA es

originariamente metabolico en Pseudomonas acruginosa ( 161).
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El' gen aph(3’)-lla fue clonado del trasposén 775 (137). Reciéntemente (1996), se ha clonado y
caracterizado un nuevo gen aph(3°)-TIb de P. aeruginosa 005. Este tltimo codifica una proteina de 268
aminoécidos que presenta un 57% de identidad y un 66.5% de similaridad con la proteina APH(3")-1I
de Tn5. Se cree que es este el gen, responsable de la resistencia intrinseca de Pseudomonas aeruginosa
a la Kanamicina (70).

Mediante el método radiognzimético usado para la deteccion de enzimas modificadores, la
actividad APH(3’)-], se define como la capacidad de incorporacion de P desde el ATP a la
lividomicina en presencia del enzima. La actividad detectada para la lividomicina ha de ser a un nivel
de cinco a diez veces mayor que para la butirosina. La actividad APHG)HI, es justo al contrario.
Cuando la actividad es similar se interpretaba que coexistian ambos enzimas o bien el enzima
APH(3")-1IL. El uso de sondas ha permitido comprobar que esta interpretacion era incorrecta. En
numerosos aislados de este tipo se ha comprobado que solamente se encontraba el gen del enzima
APH(3’)-1 (223).

Se han desarrollado sondas a partir de los genes clonados APH(3")-1de 7 903 y APH(3" )1
de Trn5 (3). Cuando estas sondas se usaron frente a aislados de Psendomonas aeruginosa se comprobo,
que no habia hibridacién en un cierto porcentaje de las cepas clasificadas mediante el método
radioenzimatico como portadoras de actividad APH(é’)—I y/o APH(3’)-11 (223). Esto se debe a la
presencia de mas de un gen estructural en P. aeruginosa. En este sentido Matsuhashi y col. ya habian
puesto de manifiesto, diferencias en peso molecular, comportamiento cromatografico, pH éptimo y
constante de inhibicién, entre los enzimas APH(3")-I de E. coli RII-2, P. aeruginosa TI-13 y P.
aeruginosa B 13.

e APH(3’)-111.

Su actividad fue caracterizada por Umezawa y col., en 1975 en Pseudomonas aeruginosa.

El enzima APH(3’)-111, modifica los grupos 3’-hidroxi de la Km, Nm, Pm, Rm, Lividomicina

(Lm), Butirosina (Bm) y GmB y también modifica, aunque a bajo nivel y sin producir resistencia, la An
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e Ise (189).

Se detecta habitualmente en gram positivos aunque también se ha identificado en
Campylobacter spp y Pseudomonas aeruginosa (45).

El gen aph(3*)-1lla se ha clonado y secuenciado de plasmidos conjugativos de Staphylococcus
aureus 'y de Streptococcus faecalis y en el ‘transposén Tn1545 de Streptococcus pneumonie. (189,209).

o APH(3’)-1V.

Herbert y col., detectaron esta actividad en Bacillus circulans productor de butirosina.

La distribucion de la actividad APH(3")-IV no ha sido estudiada.

Los aislados portadores del enzima presentan un fenotipo de resistencia a la Km, Nm, Pm, Rm
y Bm. No fosforila la Gm ni la Ise.

Se ha clonado el gen aph(3")}-IV de Bacillus circulans.

e APH(3’)-V.

Se ha encontrado en Streptomyces fradiae productor de la Neomicina. El enzima modifica la
Nm, Rm y Pm.

No se ha examinado su distribucidn en otros microorganismos.

Partiendo de aislados de Streptomyces se han clonado tres genes. El gen aph(3’)-Va de
Streptomyces fradiae, el geﬁ aph(3°)-Vb de Streptomyces ribbosidificus y el gen aph(37)-Vc de
Micromonospora chalcea.

¢ APH(3’)-VL

Su actividad fue descrita por Lambert y col..

Las cepas portadoras son resisteﬁtes a la Km, Nm, Pm, Rm, Bm, GmB, An e Ise.

Se han clonado los genes aph(3’)-Vla de Acinetobacter baumannii (113) y aph(3”)-VIb de K.
pneumoniae. La sonda desarrollada a partir del gen clonado aph(3’)-VIa hibrida con el 82.7% de los

aislados que expresan este fenotipo (113).
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e APH(3’)-VIIL.
Los aislados que poseen este enzima, son resistentes a la Km, Nme in vitro a la An.

El gen aph(3°)-Vlla ha sido clonado de Campylobacter jejuni (189,203).

APH(2”).

La actividad del enzima fosforilasa APH(2"") va siempre unida a la del enzima AAC(6’) en el
enzima bifuncional AAC(6”)+ APH(2"). Fue aislada por Dowding y col. en cepas de Staphylococcus
aureus resistentes a la Gm (45).

Las cepas que poseen el enzima bifuncional son resistentes a la Gm, Tm, Km y también,
aunque en menor medida, a la Sis, An y Net (207).

La actividad APH(2""), puede separarse de la acetilante mediante electroforesis en gel de

acrilamida (45).

APH(3”).

e APH(3”’)-1

Fue caracterizada por Ozanne y col. (207).

Modifica el grupo 3”"-hidroxi de la estreptomicina.

El gen aph(3”°)-I se clon6 de una cepa de Streptomyces griseus N 2-3-11 (Tn 5) productora
de estreptomicina.

Existen también dos genes de resistencia a estreptomicina denominados strA y strB clonados
del plasmido RSF1010. Scholz y col. han comprobado que la proteina produccida por strA es idéntica

en un 50% con la proteina aph(3’’)-la.
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APH(6).

e APH(6)-1.

Modifica el 6-hidroxi del grupo estreptidina de la estreptomicina (45).

El gen aph(6)-la se ha clonado de Streptomyces griseus; N 2-3-11 (productor de
estreptomicina), el gen aph(6)-Ib de Strepfomyces glaucescens (productor de hidroxiestreptomicina) y
el gen aph(6)-Ic del transposén 7r 5. Existe un cuarto gen aph(6°)-1d que puede estar relacionado con

el gen strB.

APH®@4).

o APH(4)-1.

Las cepas productoras son resistentes a la higromicinaB (hygB).

Este enzima fue aislado por vez primera de Streptomyces hygroscopicus. También de E. coli
por Raoy col..

Se han clonado dos genes aph(4)-Ia de una cepa de E. coli portador del plasmido pJR225 y

aph(4)-Ib de Streptomyces hygroscopicus (189).
4.5. Origen de los genes de resistencia a aminoglicésidos. Evolucion.

En microorganismos productores de antibidticos aminoglicosidos, los genes de resistencia,
constituyen un mecanismo de autoproteccion. En este sentido, estos genes probablemente ya existian y
su evolucion evitaria el suicidio celular (63,189). De hecho, distintos genes de resistencia se han
clonado de microorganismos productores de antibidticos: aph(3’)}-Va, aph(3’)-Vb, aph(3’)-Vc,
aac(3)-Vlla, aac(3)-VIlla, aac(3)-Ixa y aac(3)-Xa. Otros, como el gen aph(6)-Ia estan genéticamente
ligados a genes que codifican los enzimas involucrados en la sintesis de aminoglicosidos (189).

Estos microorganismos constituirian ademas, el origen de la diseminacion de los genes de
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resistencia. En aislados productores de aminoglicdsidos, se encuentran mecanismos de resistencia de
cepas clinicas y viceversa aunque existen excepciones, como ocurre con las adenilasas, que no se
encuentran en microorganismos productores (63).

Una segunda aproximacion al origen de los genes de resistencia a aminoglicésidos considera
que estos surgieron por derivacion de genes del metabolismo bacteriano. La presion selectiva, originada
por la presencia de anti.microbianos, produciria mutaciones que alterarian la expresion normal de estos
enzimas, resultando en la habilidad de modificar aminoglicésidos. Ejemplo de ésto es el gen aac(6’)-Ic
de Serratia marcescens ya que por estudios de hibridacion, se observa que el gen esta presente en
todos los aislados de Serratia, independientemente de su perfil de resistencia (63,189).

El nimero creciente de genes de resistencia a aminoglicdsidos secuenciados y de proteinas
analizadas, ha permitido esclarecer las relaciones evolutivas entre ellos. A traves del analisis de la
secuencia de aminoacidos de las proteinas que codifican, se ha establecido una clasificacion en siete
subfamilias que presentan una gran homologia:

1.— Las fosforilasas APH(3’).

Las fosforilasas APH(3’) se caracterizan por poseer tres dominios funcionales altamente
conservados relacionados con la transferencia catalitica del fosfato terminal, con el sitio de union a
nucledtidos y con la hidrolisis del ATP (189).

2— AAC(6)-Ib, AAC(6’)-1Ia, AAC(6°)-1Ib y AAC(6’) de la enzima bifuncional AAC(6")+
APH(2”).

Entre los genes aac(6’)-1la y aac(6’)-1Ib la secuencia es similar solamente en un 66%, si
embargo, las proteinas son idénticas en un 80%. Entre los genes aac(6’)-Ib y aac(6’)-1la el porcentaje
de homologia en la secuencia nucleotidica, se eleva a un 74% y las proteinas son similares en un 85%.
La sonda elaborada a partir del gen clonado aac(6’)-Ib, se utiliza en la practica para detectar, por
hibridacion, el gen aac(6’)-1la, en los aisiados que expresan el fenotipo AAC(6)-11 (141).

3 ANT(9) y ANT(3").
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4 - AAC(3)-1a y AAC(3)-Ib.

5 — Enzimas APH(6’)-1.

6.— AAC(6")-Ic, AAC(6°)-1d, AAC(6")—If y puromicin acetiltransferasas (PUAT) (188)

7.— Enzimas AAC(3).

Se ha observado que las acetilasas AAC(3) poseen secuencias altamente conservadas, en las
proteinas, que permiten una subdivision en tres grupos. Las acetilasas AAC(3)-Vlla, AAC3)-Vlila,
AAC(3)-IXa y AAC(3)-Xa derivadas de Actinomycetes. Las acetilasas AAC(3)-1la y AAC(3)-1Ib
(los genes son practicamente idénticos) y la acetilasa AAC(3)-Vla. Por 1ltimo, los enzimas AAC(3)-

111 todas producidas a partir de genes clonados de Pseudomonas (189).
4.6. Métodos para la deteccién de enzimas modificadores.

4.6.1. Métodos para la deteccion de enzimas.

El método mas simple de deteccion es el ensayo microbiologico. Un extracto celular se incuba
en presencia de un aminoglicésido, buffer y cofactor. Se trata de medir la actividad modificadora
residual por test de sensibilidad en disco. Presenta numerosos problemas, entre otros que no permite
distinguir adeniltransferasas de fosfotransferasas y que la modificacion no siempre conlleva la
aparicion de resistencias (29).

Se han desarrollado diversos métodos espectrofotométricos para la deteccion de cada
mecanismo de modificacion. Son métodos muy laboriosos y poco utilizados para la deteccion de
enzimas cuando se trata de un elevado niimero de aislados. Sin embargo han sido empleados por
distintos autores en la determinacion de valores de cinética para estos enzimas, especialmente

adenilasas.

El método desarrollado por Ozanne y col. en 1969 de deteccion radioenzimatica es el mas
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utilizado. Se basa en la unién de aminoglicésidos modificados o sin modificar, a papel de fosfocelulosa,
debido a la carga positiva del antibiético. El ensayo utiliza como cofactores [”C] acetato, [”C] ATP,
[*’P] ATP y consiste en medir la transferencia de actividad desde el cofactor marcado al antibiotico que
quedara posteriormente fijado al papel de fosfocelulosa. Una variacion de este meétodo, consiste en
pasar la mezcla de reaccion a traves de Amberlita CG-50 de intercambio catiénico y fue utilizada por

Matsuhashi para la determinacién de la Km de la APH(3’) (29,45,210).

4.6.2. Antibiogramas.

La identificacion de enzimas modificadores mediante el patron de resistencia que se obtiene
por antibiograma es un método utilizado por diversos autores en distintos estudios epidemiologicos (9,
44, 138,139,140,187,191).

El antibiograma es itil si el aislado que se examina produce un tnico enzima modificador y si
se dispone de una gran variedad de discos de antibidticos aminoglicosidos, que permitan caracterizar
patrones de resistencia dificiles de diferenciar. Si la cepa produce mas de un enzima, la interpretacion
se complica (44,142).

Por ejemplo, con discos de estreptomicina y espectinomicina puede discriminarse a los enzimas
APH(3"") de ANT(3”’) y de la fosforilasa APH(6) de Pseudomonas aeruginosa. El patrén. de
resistencia KmR, Nm® y Lm® es caracteristico del enzima APH(3’)-l, si en lugar de la Lm, la
resistencia es a Bm entonces se trata del enzima APH(3’)-I1. Sin embargo, si el patrén de resistencia es
a la Km, Nm, Lm y Bm, entonces puede tratarse del enzima APH(3")-1II o de la presencia en un mismo
aislado de los enzimas APH(3’)-I y APH(3")-I1. Para diferenciar se utiliza un disco de bleomicina ya
que, tnicamente el enzima APH(3")-11, es resistente a este antibidtico. La acetilasa AAC(3)-1 produce
un patrén de resistencia a la Gm, Sis y Astm mientras que la AAC(3)-I a la Gm, Sis, KmA, Tm, Dbk

y Net. La AAC(3)-III ademas a la S-episisomicina. La estrategia es similar con el resto de las
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fosforilasas, adenilasas y acetilasas (44,137,191).
4.6.3. Deteccién del mecanismo de resistencia mediante el fenotipo de resistencia.

El uso de antibiogramas para la identificacién de enzimas modificadores no solo se complica
cuando existe mas de un inico enzima. Ademas, su interpretacién varia, dependiendo de la
susceptibilidad relativa de distintos aislados a un mismo antibidtico y de un mismo aislado con respecto
a varios antibidticos.

Se ha desarrollado un sistema que utiliza doce discos de aminoglicésidos que estan cargados de
tal forma que se compensan las diferencias individuales en la susceptibilidad con respecto a cada uno
de estos antibidticos. La carga de los discos varia entre 10 y 100 ug. (142).

Los discos se han elegido de manera que permitan caracterizar no solo el patrén de resistencia
que produce un determinado enzima si no ademas, las combinaciones de enzimas mas frecuentes que
cacterizan a un determinado género y la resistencia por permeabilidad.

Los antibiéticos utilizados son la Apramicina (Apra), Astromicina (Astm), 6’~Netilmicina (6’
Net), 2°-Netilmicina (2’—Net), Gentamicina (Gm), Tobramicina (Tm), Amikacina (An), Isepamicina
(Isep), Netilmicina (Net), 5—episisomicina (5-epi), Kanamicina (Km) y Neomicina (Nm).

Los discos de Gm, Tm, Dbk y Km permiten la identificacién de adenilasas. La ANT(2’)-1 es
la causa mas comun de resistencia a los antibidticos anteriores en Enterobacterias y en Pseudomonas.
La ANT(4")-1I es mucho menos frecuente y de los aminoglicdsidos utilizados solamente la Tm, An,
Isep y Km poseen grupos hidroxilo en 4’ (63,64,142,189).

Todas las fosforilasas APH(3’) tienen la capacidad de modificar la Km y Nm. De entre los
siete isoenzimas caracterizados unicamente la APH(3’)-I y APH(3’)-II son habituales en gram
negativos.bEl resto se encuentran, habitualmente, en gram positivos [ APH(3’)-II ], en Bacillus y

Streptomyces | APH(3’)—IV y V], en Acinetobacter [ APH(3")-VI ] y en Campylobacter [ APH(3’)-
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VII]. Las APH(3)-1 y II pueden entonces diferenciarse ademas de por su habilidad de modificar la Km
y la Nm'por sus diferentes susceptibilidades frente a Lm y Bm (64,142).

La acetilasa AAC(2") modifica el grupo amino en 2’ de la Tm, Net, y Dbk y se encuentra
preferentemente en Providencia stuartii (142,189).

Las acetilasas AAC(6")-1 modifican todos los aminoglicosidos con grupos amino primarios en
esta posicion salvo la Isep. La Gm es una mezcla de tres componentes GmC,, GmCi. y GmC, la
GmCs posee sin embargo un grupo amino secundario en 6’y no es por tanto modificada, lo que se
utiliza para caracterizar a este enzima. Por el contrario la acetilasa AAC(6")-11 puede acetilar la Gm,
Tm, Net, Km y Dbk peer no la An e Isep. Esta importante diferencia permite distinguir a ambas
acetilasas (64,142,189).

Las acetilasas AAC(3) pueden también diferenciarse por su fenotipo. La AAC(3)-1 modifica la
Gm y Astm, la AAC(3)-1I la Gm, Tm, Net y la 2°-Net y 6’-Net. La AAC(3)-1II puede modificar la
Gm, Tm y Km, y es ademas, la unica que modifica la 5—episisomicina. La AAC(3)-IV modifica la Gm,
Tm y Net, y también a la Apra, 2’-Net y 6’-Net. La AAC(3)-VI modifica la Gm, Tm y Net y

solamente la 6’—Net lo que permite diferenciarla de la AAC(3)-1Ily IV (142).
4.7. Deteccion de genes de resistencia.

4.7.1. Sondas.

El disponer de un numero creciente de genes de resistencia a aminoglicosidos, clonados en
vectores plasmidicos, ha permitido desarrollar sondas a partir de cada uno de ellos
(3,4,11,68,167,204,205,206,223).

Mediante e! uso de sondas que hibridan especificamente frente a estos genes, se podria evitar la

aplicacion de otros métodos que, como el radioenzimatico, son mas laboriosos e implican la utilizacion
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de radioisdtopos. Se evitaria ademas la aparicion de falsos positivos.

La metodologia mas empleada consiste en fijar el ADN de las cepas de interés a filtros de
nitrocelulosa mediante “dot blotting ”. El ADN fijado y desnaturalizado se hibrida con la sonda
marcada en condiciones mas o menos rigurosas, dependiendo de la especificidad de la sonda. Se
realizan varios lavados y la sonda quedara unida a su secuencia complementaria, revelando la presencia
del gen.

Su empleo en epidemiologia molecular es cada vez mayor y ha permitido conocer que enzimas
se encuentran de forma caracteristica en distintos géneros e incluso a nivel de algunas especies de

microorganismos (68,140,141,138,139,187,191,206,223).
4.7.2 PCR.

La aparicion de la PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) ha significado una autentica
revolucion tanto en la investigacién como en el diagnodstico clinico. Es un método rapido, con una
elevada especificidad y sensibilidad, mayor aim que la que se obtiene mediante el uso de sondas.

Una vez que se conoce la secuencia de un gen, se pueden entonces desarrollar primers o
cebadores especificos de esa secuencia y amplificarlos por PCR.

Se han descrito varios protocolos de amplificacién de genes de resistencia a aminoglicosidos,
tanto para gram negativos COmo para gram pOSitivos, fundamentalmente las isoenzimas AAC(3),
algunas adenilasas y el enzima bifuncional (212).

- Lambert y col., describieron los cebadores utilizados en las amplificaciones que permiten diferenciar

los genes aac(6”)-Ib y aac(6’)-1la (116).
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5. GENETICA.-
5.1. Bases genéticas de la resistencia a antibiéticos.

La variabilidad genética en Ias bacterias se origina por la aparicién de mutaciones puntuales
(cambios microevolutivos), o por grandes reordenamientos génicos: deleciones, inserciones y
transposiciones (cambios macroevolutivos), mediados en su mayoria por elementos génicos
transponibles o a través de la herencia de ADN exdgeno adquirido por conjugacion, transduccion vy,

en menor medida, por transformacion (85,83,95).
5.2. Mutaciones puntuales.

Las mutaciones puntuales o mutaciones que afectan unicamente a un par de bases en la
secuencia del ADN cromosdmico bacteriano producen, por lo general, proteinas u otras
macromoléculas alteradas pero habitualmente funcionales (46).

Se han descrito en aislados resistentes a aminoglicosidos mutaciones puntuales que afectan o

bien al sistema de transporte del antibidtico al interior celular o la diana de los mismos, es decir, los -

ribosomas (2,24,28,118,184).

Algunas de estas mutaciones se encuentran muy bien caracterizadas como es el caso, por
ejemplo, de las mutaciones que confieren alto nivel de resistencia a la estreptomicina rpsL (strA) en
E. coli (proteina ribosomal S12) y strB también en E. coli (29,53).

En Pseudomonas aeruginosa también se han caracterizado este tipo de mutaciones. No
siempre implican un unico suceso mutacional. Por ejemplo, la mutaci()n. L6 asociada a una mutacion
en el sistema de transporte es responsable de niveles de resistencia elevados a la Gm. También se ha

comprobado en Pseudomonas aeruginosa, la presencia de mutaciones que afectan tnicamente al
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sistema de transporte del antibitico al interior celular como las defectivas en nitrato reductasa o en

citocromo ¢—552 (2,24,25,26,27).
5.3, Transferencia de informacién genética entre bacterias.

5.3.1. Conjugacion.

Durante la conjugacion una cadena de ADN de una cepa donadora se transfiere a la célula
receptora en donde se utilizara para la sintesis de la cadena complementaria (83,85,95).

La conjugacion fue primeramente descrita en E. coli, mediada por los denominados factores
de fertilidad, factores sexuales o plasmidos F. En E. coli la integracién del plasmido F en el
cromosoma genera cep;as Hfr, que se caracterizan por presentar, una elevada frecuencia de
transmisién de marcadores cromosomicos.

Mediante la conjugacién una cepa donadora puede transferir a una receptora ADN
plasmidico (todo o solo algunos marcadores) o bien mediante la integracion del plasmido en el
cromosoma, marcadores cromosomicos y, en ultimo lugar, el propio plasmido.

En Pseudomonas aeruginosa, los primeros plasmidos conjugativos descubiertos, fueron los
factores de fertilidad a los que se denomind FP para diferenciarlos de los de E. coli. Otros plasmidos
conjugativos son la mayoria de los plasmidos de resistencia o plasmidos R y algunos metabdlicos.

La transferencia por conjugacion de plasmidos de resistencia o plasmidos R constituye un
método eficaz de diseminacion de genes de resistencia a antibiéticos (101,110,129,152).

Para que un plasmido sea conjugativo ha de poseer, ademas de los genes para la replicacion
auténoma, genes que especifiquen y regulen la. maquinaria de transferencia (genes tra) que son los
encargados de formar unos apéndices especiales denominados “pili”, involucrados en la transferencia.

Puesto que se requiere una serie minima de genes, un plasmido conjugativo, debe tener un tamaiio que
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no puede ser menor de 20x10° daltons. Los plasmidos mas pequefios aunque pueden detectarse por
métodos fisicos o por su fenotipo, no suelen ser conjugativos.

Se han desarrollado numerosos sistemas que permiten conjugar cepas de interés. Se suelen
utilizar huéspedes o receptores deficientes para la recombinacion rec” ya que no es necesaria la
integracién del plasmido para su mantenimiento.

En Pseudomonas aeruginosa se han desarrollado diversos sistemas de conjugacion
especialmente para mapeo cromosomico (83,84,85,86,95). En estos sistemas donador y receptor han
de ser compatibles ya que uno de las dos cepas utilizadas (donadora y/o receptora), puede producir
una bacteriocina o ser lisogénica para un determinado bacteriéfago, que puede ser letal para el otro
miembro del par. En la practica se suelen utilizar varias cepas receptoras antes de afirmar que un

plasmido es no conjugativo (33).

a.- Plasmidos de Pseudomonas.

Los plasmidos son elementos genéticos extracromosomicos que presentan una replicacion
auténoma es decir, independiente del cromosoma bacteriano. A pesar-de que no se consideran
esenciales para las células portadoras ya que no aportan funciones vitales, si lo son bajo determinadas
condiciones.

En P. aeruginosa se han descrito cuatro tipos de plasmidos: los factores de fertilidad, los
plasmidos de resistencia o plasmidos R, los plasmidos metabolicos y los plasmidos cripticos

(5,33,101,110,152).

e Factores de fertilidad. Plasmidos FP.

Los factores de fertilidad o factores sexuales fueron los primeros plasmidos descubiertos en
Pseudomonas aeruginosa. El fenotipo asociado a la presencia de estos plasmidos es la habilidad que
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confiere a la cepa portadora de actuar, durante la conjugacion, como donadora de marcadores del
cromosoma bacteriano, abreviadamente actividad Cma (chromosome mobilizing ability) (95).

Los distintos factores de fertilidad o plasmidos FP que se han ido describiendo, actuan
siempre como donadores del cromosoma de Pseudomonas a partir de un tnico punto que es idéntico
en todos los plasmidos FP con la excepcién de FP39 y FP110. Esta caracteristica ha contribuido a
diferenciarlos puesto que poseen pocos rasgos fenotipicos distintivos propios.

Se ha estimado que existen 1 o 2 plasmidos FP por célula.

El descubrimiento de plasmidos FP en Pseudomonas, permitid el establecimiento de mapas
genéticos mediante la técnica de apareamientos interrumpidos, principalmente, en las cepas PAOy
PAT de Pseudomonas aeruginosa (33,47,83,86,95). Los mas utilizados fueron los plasmidos FP2
(Cma, Hg®), FP39 (Cma, leu” supr), FP5 (Hg®), FP110 (187) y el plasmido hibrido R68.45 (84,150)
con caracteristicas de movilidad aumentadas (Ecm). R68.45 no es un factor de fertilidad.

Al contrario que en E. coli en Pseudomonas aeruginosa no se han detectado cepas Hfr ya que
ni los plasmidos FP ni los plasmidos con actividad Ecm como R68.45 se integran en el cromosoma
con lo que la eficacia del mapeo con este tipo de plasmidos fue mucho menor (201).‘ Hasta el afio
1981 no pudo establecerse, genéticamente, la circularidad del cromosoma de P. aeruginosa PAO
(183).

Experimentalmente se ha comprobado que algunos plasmidos pertenecientes al grupo de
incompatibilidad P-1, IncP-1, sobre todo los portadores del transposén 7n2521, pueden integrarse en
el cromosoma de Pseudomonas, creando cepas con caracteristicas Hfr (Hfr-Like) (84,85).

Existen diversos métodos para caracterizar plasmidos FP. El mas habitual requiere del

aislamiento de numerosos auxdtrofos que provean de marcadores contraselectivos frente a los de las

cepas que se quieren examinar 4n.
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¢ Plasmidos de Resistencia.

Estos plasmidos se encuentran ampliamente distribuidos entre distintos géneros y su
frecuencia y caracteristicas dependen normalmente de la localizacidn geografica (46,33,103,104).

La mayoria de los enzimas modificadores de aminoglicésidos presentan una codificacion
plasmidica. Los plasmidos de resistencia constituyen la forma mas habitual de herencia de este tipo de
genes de resistencia (5,46,110).

En Pseudomonas aeruginosa se han caracterizado numerosos plasmidos de resistencia
codificadores de enzimas modificadores con actividad tanto acetilante como adenilante o fosforilante
(57,93,103,104,124,136,162,163,164).

Sin embargo, en Pseudomonas aeruginosa, mientras que la frecuencia estimada de plasmidos
FP es del 20-30% la frecuencia de plasmidos R es mucho menor y varia entre el 2% (182) y el 6-11%
en Pseudomonas aeruginosa aisladas de muestras clinicas (95). Sinclair y Holloway analizaron mas
de 3000 aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, encontrando que unicamente el 1% de los
plasmidos R eran trasferibles por conjugacion. En el 80% de las cepas con resistencias multiples, la
transmisién por conjugacion no pudo ser detectada. Esto se debe o bien a la existencia de plasmidos
deficientes para la conjugacion, o bien a que los determinantes de resistencia se encuentran
localizados en el cromosoma (193).

Se ha comprobado que en cepas de Pseudomonas aeruginosa portadoras de plasmidos de
resistencia a aminoglicosidos, existe una pérdida de correlacion entre el patron de resistencia a
aminoglicésidos y la actividad enzimatica que se encuentra en los extractos celulares. Esto es
indicativo del importante papel que juega la permeabilidad de la membrana incluso en cepas
productoras de enzimas modificantes (93,174).

En Pseudomonas aeruginosa también se han descrito plasmidos de resistencias a
aminoglicésidos no asociados con la produccion de enzimas modificadores, especialmente a Sm y Km
(29,46).
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Asi mismo, es caracteristico de los plasmidos de resisteﬁcia de Pseudomonas la dificultad de
su aislamiento debido a que algunos son demasiado grandes para que tengan éxito las técnicas de
extraccion habituales (82,95). Chakrabarty y col., suponen ademas, que algunos plasmidos de
Pseudomonas permanecen asociados a membranas o al ADN cromosomico lo que contribuye a

aumentar la dificultad de su aislamiento (83,136).
Al igual que los plasmidos FP, los plasmidos R poseen cierta capacidad de movilizar el
cromosoma. Sin embargo, las frecuencias de transferencia de marcadores cromosomicos, son

demasiado bajas como para resultar ttiles en la practica.
e Plismidos metabdlicos.

Son plasmidos implicados en la degradacion de compuestos organicos complejos. Algunos
como los plasmidos NAH (degradacion del naftaleno), SAL (degradacion de salicilatos) o CAM son
conjugativos; otros como los plasmidos OCT (n-octano), XYL (p o m—xileno) o TOL (p o m-

tolueno) no son conjugativos.

e Plismidos cripticos.

En Pseudomonas aeruginosa se han podido caracterizar pequefias moléculas de ADN

circular y sin funcién conocida. Su tamafio oscila entre 1Mdal. y 6Mdal.

b.- Criterios de clasificacion plasmidica.

Uno de los criterios mas usados en la clasificacion de plasmidos, hace referencia a la

capacidad o no que tienen dos plasmidos determinados de coexistir en el mismo hospedador.
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Se dice que dos plasmidos son compatibles si pueden coexistir en la misma célula; en caso
contrario son incompatibles. Esta caracteristica permitio el establecimiento de agrupaciones de
plasmidos clasificados en distintos grupos de incompatibilidad o Inc.

En Pseudomonas aeruginosa se han establecido mas de trece grupos de incompatibilidad.
Normalmente los plasmidos que pertenecen a un mismo grupo de incompatibilidad presentan
propiedades fenotipicas comunes, poseen ademas una cierta homologia en su secuencia y tienen un

peso molecular similar (61,88,90,94,151,182).

¢.- Curacion.

En ocasiones ocurre que, durante la replicacion bacteriana, el ADN plasmidico no se segrega
a una de las células hijas que pierde por tanto, la informacién codificada en el plasmido. Este proceso
se denomina curacioén (83,95).

Aunque la curacion es un fendmeno que sucede de forma espontanea, determinados agentes
quimicos que interfieren con la replicacion del ADN, aumentan la frecuencia de la curacion ya que
afectan mas al ADN plasmidico que al cromosomico.

El tratamiento de las cepas portadoras de ADN plasmidico con este tipo de agentes sirve para
demostrar su presencia debido a la pérdida que se produce, del fenotipo asociado a la presencia del
plasmido. |

En el caso de plasmidos de resistencia, en ausencia de presion selectiva es decir en ausencia
de antibidticos, la pérdida por curacion del ADN plasmidico se puede poner de manifiesto por la

pérdida del fenotipo de resistencia.

67

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



GENETICA

5.3.2. Transformacion.

La transformacién tal como la describieron Avery, MacLeod y McCarty en 1944, es la
transferencia de informacién genética a bacterias receptoras por medio de ADN lineal exdgeno.

Sin embargo, actualmente se hace referencia con el término “transformacion”, al proceso
experimental mediante el cual se transfiere ADN plasmidico aislado desde un donador a un receptor
bacteriano.

La transformacion requiere que las bacterias receptoras del ADN plasmidico sean
“competentes”. La competencia permite a la bacteria incorporar ADN plasmidico y es un proceso que
implica cambios en la pared celular.

La formacion de células competentes en E. coli requiere un tratamiento con CaCl,. En P.
aeruginosa Mercer, A y Loutit, J (132) demostraron que las frecuencias Optimas, tanto de
transformacién como de transfeccion (introduccion de ADN fégico), se obtenian mediante tratamiento

con MgCl; 0,15M.

5.3.3. Transduccion.

La transduccion es la transmisién de ADN desde una célula bacteriana donadora hasta una
receptora por medio de un bacteri¢fago. La transduccion puede ser generalizada si el fago transporta
cualquier marcador cromosomico de Ia célula donadora o especializada si solamente son unos pocos
marcadores donados. Esto va a depender del ciclo de vida litico o lisogénico del fago (20,95).

En P. aeruginosa, la presencia de fagos lisogénicos es comun. Probablemente todas las cepas
sean lisbgénicas para al menos un fago, aunque no siempre ha quedado bien establecido si se trata de
verdadera lisogenia o, por el contrario, la cepa lleva el fago a modo de infeccion persistente en un

estado denominado de pseudolisogenia (165).
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El establecimiento de sistemas de transduccion generalizada para analisis genético ha sido
relativamente ficil dado el elevado numero de fagos existentes. Dos sistemas de transduccion
generalizada que hacen uso de los fagos F1 16, (F116L) y G101 han sido los mas empleados.

Los fagos y lqs plasmidos pueden interactuar de distintas formas. Algunos plasmidos
conjugativos de Pseudomonas aeruginosa confieren a sus huéspedes caracteristicas de susceptibilidad
frente a determinados fagos. En otros casos la lisogenia transforma a la cepa en un pobre receptor para
determinados plasmidos, aunque también puede ocurrir que sean genes plasmidicos los que interfieran
en la propagacion de determinados fagos.

La transferencia por transduccién de genes de resistencia a antibidticos en P. aeruginosa, ha

sido demostrada por numerosos autores (21,87,108).
5.4. Elementos genéticos transponibles: Transposones y Secuencias de insercion.

Los elementos génicos transponibles, estan constituidos por secuencias de ADN que son
capaces de transponerse o translocarse desde el lugar en que se encuentran ubicadas (un plasmido o el
cromosoma normalmente) a otra parte del mismo plasmido o del cromosoma, a otro plasmido
coexistente o a un fago.

Poseen un sistema de recombinacién especializado que es independiente del generalizado
para secuencias homologas (sitema recA). Carecen de sistemas de replicacion por lo que han de ser
mantenidos en un replicon: cromosoma, plasmido o fago (129).

Existen dos clases de elementos genéticos transponibles, las secuencias de insercion o
elementos IS y los transposones propiamente dichos. Las secuencias de insercion fueron descritas en
E. coli inicialmente y su longitud varia entre 800 y 1400 bp. No llevan mas genes que los
directamente implicados en la transposicion. Los transposones s¢ encuentran en distintos geéneros y
son por lo general mayores de 2000bp. Poseen ademas genes no relacionados con la insercion con
caracteristicas fenotipicas asociadas.
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Los transposones juegan un importante papel en la diseminacion de los genes de resistencia a
antibidticos en bacterias. La mayoria de los transposones identificados se han encontrado formando
parte del genoma plasmidico y algunos del cromosoma (89,130,133,146,193,213).

Transposones y secuencias de insercién IS poseen secuencias de ADN repetidas y situadas en
orientacion inversa en ambos extremos.

La insercidn de elementos IS o de transposones puede producir la inactivacion o la activacién
de genes. En E. coli algunas secuencias IS poseen promotores y estan involucradas en la disociacion
reversible de los plasmidos integrados en el cromosoma.

La transposicién determina, por lo general, la replicacion localizada del elemento
transponible, es decir, de la secuencia original asi como, la integracién de la copia en el ADN
receptor, proceso denominado transposicion replicativa. En Streptococcus faecalis y en estafilococos,
se han descrito una nueva clase de elementos transponibles que tienen la capacidad de integrarse
desde el cromosoma de una bacteria al de otro, sin incorporarse a un plasmido o a un bacteriofago son

los denominados transposones conjugativos (129).

5.5. Elementos de integracion del ADN: Integrones.

Se ha venido observando que los genes responsables de la resistencia a antibidticos, suelen
estar estrechamente vinculados en parte de su secuencia y en la posicion que ocupan. Muchos se
encuentran a modo de tandem a lo largo del cromosoma o del plasmido bacteriano.

El analisis genético de las secuencias adyacentes a estos genes de resistencia a antibiéticos, ha
revelado la existencia de unidades de integracion uUnicas situadas cerca de sitios o regiones
promotoras.

Estos elementos de integracion conocidos como integrones funcionan como puntos calientes
de recombinacién sitio especifica recA—independientes, capaces de capturar genes. Se observa ademas

un sitio de integracién comin consistente en una secuencia de 59pb altamente conservada y que se
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mantiene en el extremo 3’ de los genes de resistencia a antibiéticos insertados. El elemento de 59pb es
un sitio de recombinacién que es reconocido especificamente por la integrasa del integron
(31,35,36,129).

Los integrones permiten la captura de genes de resistencia formando entonces los
denominados cassettes génicos es decir, unidades moviles discretas que contienen la region
codificadora y un sitio de recombinacion (el elemento de 59pb).

Hasta el momento se han secuenciado dos secuencias promotoras en los cassettes génicos
caracterizados, denominadas P.y y P2. En algunos integrones solo se encuentra la region promotora
P, y en otros las dos. La cercania a estas regiones promotoras es la que determina el nivel de

expresion de los genes de resistencia situados en un cassette génico (31,35,36,129).
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6. MEDIOS DE CULTIVO.-
e Medio Cled (Difco):

Composicidn:
Bacto-Extracto de came
Bacto-Peptona
Bacto-Triptona
Bacto-L-Cisteina
Bacto-Lactosa

Bacto-Agar

Bacto-Azul de Brémotimol

pH(25°C): 7,3+0,2

Preparacién:

3g.
4g.

4g.

0,128g.

10g.
15g.

0,02¢.

Y METODOS

Se rehidratan 36 gramos del medio en un litro de agua destilada, calentando hasta su total

disolucion. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Cuando el medio alcanza 55° C se

distribuye en placas de Petri de 10 cm de diametro y se espera hasta que se solidifique. Las placas se

incuban a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.

e Agar de Mueller-Hinton (Difco):

Composicién:
Infusion de came
Acidos de Casamino

Almidon

300g.
17,5g.

1,5g.
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Agar 17g.

pH (25°C): 7,3+ 0,1

Preparacion:

Se rehidratan 38 gramos del medio en un litro de agua destilada, calentando hasta su total
disolucion. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Cuando el medio alcanza 55° C se
dispensa en placas de Petri de 15 cm de diametro y se espera hasta que se solidifique. Las placas se

incuban a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.

e Agar de infusién cerebro-corazén (Difco):

Composicién:
Infusién de cerebro de temera  200g.

Infusién de cerebro de buey  250g.

Proteosa-Peptona 10g.
Dextrosa 2g.
Cloruro Sédico 5g.
Fosfato disédico 2,5¢g.
Agar 15¢g.

pH (25°C): 7,4+ 0,2

Preparacién:

Se rehidratan 52 gramos del medio en un litro de agua destilada, calentando hasta su total
disolucion. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Cuando el medio alcanza 55° C se
dispone en placas de Petri de 10 cm de diametro y se espera hasta que se solidifique. Las placas se

incuban a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.
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e Agar infusién cerebro-corazén con antibidticos.
Preparacion:
Se prepara de la forma anteriormente descrita pero, antes de dispensar el medio en las
placas, se deja enfriar hasta 55° C afiadiendo a continuacion, las soluciones de antibioticos.

e Medio TSA (Difco):

Composicion:

Bacto-Triptona 15¢g.
Bacto-Soitona 5g.
Cloruro Sodico 5g.
Bacto-Agar 15g.

pH(25°C): 7,3£0,2

Preparacién:

Se rehidratan 40 gramos del medio en un litro de agua destilada, calentando hasta su total
disolucion. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Cuando el medio alcanza 55° C se
distribuye en placas de Petri de 10 cm de diametro y se espera hasta que se solidifique. Las placas se

incuban a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.

¢ Medio minimo M9.

Composicion:
Solucién base:

5x
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NaHPO, 30g.
KH,PO, 15g.
NH.Cl 5g.
NaCl 2,5¢.
CaCl, 15mg.

Solucion de MgSO, - 7TH,O 1M
Solucién de D-glucosa: Glucosa al 20% en agua destilada. La solucién se esteriliza

por filtracién (filtros de un solo uso, Millex-G5 0,22 pm de MILLIPORE).

Preparacion:

Se diluye el medio al 1x y se afiaden 13 gramos de Bacto-Agar (Difco). Se esteriliza en
autoclave a 121° C durante 15 minutos. Se deja enfriar hasta 55° C y se afiaden: Iml de MgSO,-7H,0

y 10mi de solucién de glucosa al 20%.

e Medio minimo M9 suplementado con Leucina o con Triptéfano.

Preparacién:

Se prepara como se ha descrito anteriormente pero, una vez estéril y a 55° C, se anaden
ademas 40pug/ml del L-aminoacido escogido para suplementar.
L-Triptofano (Sigma)

L-Leucina (Sigma)
e Caldo de Infusién cerebro-corazion (Difco):

Composicion:
Infusion de cerebro de ternera 200g.
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Infusion de corazon de buey 250g.
Proteosa-Peptona 10g.
Dextrosa 2g.
Cloruro Sédico 5s.
Fosfato disodico 2,5¢.

Preparacion:

Se rehidratan 37 gramos del medio en un litro de agua destilada agitando hasta su total
disolucién. Se dispensa la cantidad deseada en tubos y se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15
minutos. Se incuba a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.

. Mgdio LB (“Luria-Bertani”):

Composicion:

Bacto-Triptona (Difco) 10g.
Extracto de levadura (Difco) S5g.
CiNa (Panreac) Sg.

Preparacion:

Se resuspenden los ingredientes en un litro de agua destilada y se agita la mezcla hasta su total

disolucion. Se distribuye en tubos y se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos.

e Caldo de Mueller-Hinton (Difco):

Composicién:
Infusion de came 300g.
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Acidos de Casamino 17,5g.
Almidén 1,5g.

pH(25°C):7,3£0,1

Preparacién:

Se rehidratan 21 gramos del medio en un litro de agua destilada agitando hasta su total
disolucién. Se dispensa la cantidad deseada en tubos y se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15

minutos. Se incuba a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.

o Medio de conservacion:

Preparacion:

A 1ml de caldo de Mueller-Hinton preparado como se ha descrito anteriormente, se le afiadi6

0,1% de glicerol estéril.
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7. IDENTIFICACION.-

7.1. Identificacion bioquimica.

Hemos utilizado el sistema AP/ 20 NE de identificacion de bacilos Gram negativos no
pertenecientes a la familia de las enterobacternas.

El sistema AP/ 20 NE permite realizar 20 pruebas en microtubos. Cada microtubo contiene
los medios y/o substratos deshidratados. Una prueba adicional de identificacién, la numero 21, es la
de la oxidasa.

El sistema permite realizar. 8 tests convencionales y 12 de asimilacion. Los tests
convencionales permiten observar si se produce la reduccion de nitratos, la formacion de Indol, la

fermentacion de la glucosa, si el aislado posee el enzima ADH, si hidroliza la esculina y la gelatina y,
finalmente, si produce ureasa, mediante virajes colorimétricos espontaneos o revelados tras la adicion
de reactivos. Los tests convencionales se inoculan con una suspensién bacteriana realizada en
solucién salina estéril. Los tests de asimilacion se inoculan en medio minimo. Las bacterias crecen si
son capaces de utilizar el substrato correspondiente: glucosa, arabinosa, manosa, manitol, N-acetil—
glucosamina, maltosa, gluconato, caprato, adipato, malato, citrato y fenilacetato, lo que se manifiesta
como turbidez cuando la reaccion es positiva.

La identificacion se realiza tras incubacion a 37° C durante 24-48 horas.

7.2. Pruebas complementarias.

P. aeruginosa y P. fluorescens, presentan numerosas caracteristicas bioquimicas comunes que
dificultan su diferenciacion mediante los sistemas estandarizados.

Todos lo aislados multirresistentes fueron sometidos a pruebas de identificacion adicionales
en las que se comprobo el crecimiento a 4° Cy a 42° C, la produccion de pigmentos fluorescentes

difusibles y la sensibilidad a la Kanamicina (Km) y Carbenicilina (Cb).
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¢ Produccion de pigmentos fluorescentes.

Pseudomonas aeruginosa produce principalmente 2 pigmentos: la piocianina, de color azul y
la pioverdina, de color amarillo/verde que también es producida por P. fluorescens. La piocianina se
caracteriza porque no produce fluorescencia sometida a la accion de rayos ultravioletas mientras que
la pioverdina si. Pseudomonas aeruginosa posee otros pigmentos fluorescentes y difusibles de color
rojo o negro que pueden apreciarse por su color observable bajo luz ultravioleta y porque difunden en
agar de Mueller-Hinton o cualquier btro tipo de agar sin coloracion.

Todos los aislados multirresistentes se sembraron en agar de Mueller-Hinton y tras la
incubacion de 24 horas a 37° C se observé la produccion de fluorescencia y el color de la misma bajo
luz ultravioleta a distintas longitudes de onda.

Caracteristicas diferenciales de P. aeruginosa y P. fluorescens

P ueruginosa  P. fluorescens

Produccion Pig. Fluoresc. + +
Piocianina +*! -
Pioverdina + +
Crecimiento a 42°C + 2
Crecimiento a 4°C - +
Kanamicina R S
Carbenicilina S R
Hidrolisis Gelatina v* +

*1 Producido por el 70% de las cepas. Pigmento no fluorescente.
*2 Algunas cepas crecen a 42°C.

V* Aproximadamente el 46% de las cepas.
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8. SEROTIPADO.-

e Serotipado.

La tipificacion serologica de P. aeruginosa es una reaccion de aglutinacion rapida, que se
realiza utilizando antisueros frente a antigenos somaticos.

El sistema de serotipado mas utilizado es el recomendado por la Asociacion Internacional de
Sociedades de Microbiologia denominado “Sistema de Tipado Antigénico Intemacional” que hace
uso de 17 antisueros. |

Se ha estimado que aproximadamente el 5% de las cepas de P. aeruginosa son
autoaglutinables.

También se pueden observar aislados que aglutinan con mas de un antisuero (poliaglutinables)

y aislados no aglutinables.
o Método.

La serotipia se efectué mediante la técnica de aglutinacion en portaobjetos.

Utilizamos los antisueros 1 a 17 (STAI) de Difco.

Las cepas a serotipar se sembraron en césped en placas de TSA. Después de incubar a 37° C
durante 18-24 horas, se recogi6 el cultivo con un hisopo en 2ml de solucion salina esténil y se
homogeneizo6 con un agitador “vortex” hasta obtener una suspension de apariencia lechosa.

Se numeraron 17 portaobjetos. Sobre cada uno de ellos se deposito, con una pipeta de Pasteur,
unas gotas de la suspension bacteriana. A continuacion se afiadio, en el portaobjeto namero 1, unas
gotas de antisuero 1, sobre el portaobjeto nimero 2, unas gotas del antisuero correspondiente y asi

sucesivamente.
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Movimos cada portaobjeto durante un minuto de manera que se observé rotar la mezcla de la

suspension bacteriana con cada uno de los sueros.

Las reacciones de no aglutinacion o de aglutinacion positiva se observan bajo lupa con

iluminacién directa sobre el portaobjeto.
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9, ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.-

9.1. Antibiograma.

El antibiograma constituye el sistema de difusion mas rapido y eficaz para determinar las
caracteristicas de susceptibilidad de microorganismos de crecimiento rapido frente a distintos
antimicrobianos.

Pude utilizarse para analisis cualitativos y semicuantitativos pero normalmente solo se emplea
para un analisis cualitativo, indicando si un microorganismo dado es sensible, moderadamente
susceptible (intermedio) o resistente frente a cada uno de los antibidticos empleados.

Mediante el antibiograma se trata de conseguir in vitro, una aproximacion a las caracteristicas
que el microorganismo encuentra in vivo, en el huésped. Para evitar errores y conseguir la maxima
reproducibilidad de las pruebas, las técnicas requieren una realizacion cuidadosa. Empleamos el
método de difusion de discos de Kirby—Bauer (1966).

El indculo se realiza de forma directa tomando una o dos colonias aisladas de un cultivo de 24
horas.

Se realiza una suspension bacteriana en solucion salina estéril equivalente a unas 10° UFC/ml.
Con un hisopo estéril humedecido en la solucion se impregna uniformemente una placa de agar de
Mueller-Hinton (Difco) que posee una concentracion de cationes divalentes Ca* y Mg®* conocida.

Una vez seca, se colocan los discos de antibidticos y se incuba a 37°C durante 24 horas. Los
discos, cargados con una concentracion de antibiético conocida, se humedecen al entrar en contacto
con la superficie del agar de forma que el antibiético difunde, creandose un gradiente de
concentracion.

Las bacterias crecen alrededor del disco, si su crecimiento no es inhibido por el antibidtico y

no se observaréa crecimiento en los alrededores del disco en aquellas zonas en las que la concentracion
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del antibidtico sea inhibitoria para la bacteria. El halo de inhibicion que se crea, sera mayor cuanta

mayor sea la susceptibilidad frente a un antimicrobiano.

9.2, Método de dilucién en agar. Concentracién Minima Inhibitoria.

La concentracién minima inhibitoria (C.M.I) para una cepa y antimicrobiano determinado, se
define como la menor concentracion de antibidtico en la que no hay crecimiento visible.

Permite un analisis cuantitativo en las determmaciones de la susceptibilidad. El método que
hemos empleado es el de macrodilucion en placa con el replicador de Steer.

Preparamos dilupiones seriadas de distintos antibidticos de tal forma que cada una sea la
mitad de la anterior. Cada dilucion se prepara en un volumen de 2ml de agua destilada esteril. El
rango de concentraciones que hemos empleado en el estudio inicial de las cepas variaba desde
128ug/ml a 0,06pg/ml.

Se prepararon tubos que contenian 18ml de agar de Mueller-Hinton y se mantenian a 50—
55°C en un baiio te'rmostatizado. A cada tubo se le afiadia los 2ml de su correspondiente disolucion de
antibiético, se vertia sobre una placa estéril y se dejaba enfriar.

Las suspensiones bacterianas se prepararon en solucién salina estéril hasta obtener una
turbidez semejante a la del patrén McFarland 0,5 que se corresponde con 1,5x10® UFC/ml. Los
pocillos del replicador se rellenan con 400yl de la suspension y se procede a la réplica en placa.

Las placas una vez secas, se incubaron a 37°C durante 24 horas.
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DISCOS DE ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN LOS ANTIBIOGRAMAS.

ANTIBIOTICO

ABREY".

AMINOGLICOSIDOS

QUINOLONAS

PENICILINAS

MONOBACTAMAS

CARBAPENEMS

CEFALOSPORINAS

AMIKACINA
GENTAMICINA
TOBRAMICINA
NETILMICINA
KANAMICINA

SISOMICINA

ACIDO NALIDIXICO

NORFLOXACINA
AZLOCH¥NA
zﬂﬁREOMﬂW
IMIPENEM

CEFOTAXIMA

GM

™

NET

SIS

NA

NOR

ATM

rmM

CcrXx

30ug.
10ug.
10pg.
30ug.
30ug.

10ug.

30ug.

10ug.

75ug.

30ug.

10ug.

30ug.
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10. OBTENCION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS.-
e Obtencién de extractos enzimaticos.

Cada cepa en estudio se inoculd en 100-150ml de caldo de infusién de cerebro—corazén
(BHI). |

Tras incubarlas a 37° C en agitacion orbital (lab-line Instruments, Inc) durante 24 horas, se
recogieron los cultivos en tubos de centrifuga estériles de 200ml.

Se centrifugd durante 10 minutos a 8000 r.p.m. en una centrifuga refrigerada a 4°C(Beckman
J2-HS, rotor JA14). Posteriormente se eliminé el sobrenadante y se lavo el sedimento
resuspendiéndolo en 10ml de tampén de sonicado frio (4° C). Se centrifugé y eliminé el sobrenadante
2 0 3 veces mas en las mismas condiciones.

Después de la ultima centrifugacion se resuspende el sedimento en Iml de tampén de
sonicado frio y se transfiere con una pipeta Pasteur a un tubo de vidrio conico. Se deja en uh baiio de
hielo para posteriormente proceder al sonicado.

La sonicacién se realizdé a una amplitud de 70 vatios con un sonicador Ultrasonic
Homogenizer 4710 ( Cole-Parmer Instruments Co.). Se dan pulsos de sonicacién de 40 segundos y 20
segundos posteriores sin .sonicar, hasta completar 5 o 6 minutos.

El producto obtenido de la sonicacion se transfiere mediante una pipeta Pasteur a tubos de
centrifuga de 10 ml y se centrifuga a 20.000 r.p.m (Bekman J2-HS, rotor JA 20.1) durante 30 minutos
a una temperatura de 4°C.

Después de la centrifugacion se recoge el sobrenadante y se distribuye en alicuotas que se

conservan a —20°C y a -70°C hasta su posterior utilizacion.
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e Reactivos.—

Tampén de sonicado: Tris-HCl 10mM, MgCl, 10mM, NH4Cl 25mM, B-mercaptoetanol

0,6mM, pH: 7,6-7,8.

Composicion:
Tris—HCI1 S50mM
Trizma-HCI
Trizma-base
Agua destilada csp
MgClL. 6H,0
NH,C]
B-mercaptoetanol (5: 1, 1168 g/ml)

Agua destilada csp

Preparacion:

5,72g.
1,66g."

1000 ml

200 ml

2,0330g.
1,3375g.
0,42 ml

1000 ml

Se mezclan los componentes hasta que estan bien disueltos. El pH se ajusta entre 7,6 y 7,8

con HC1 o con NH,OH.
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11. DETECCION DE ENZIMAS INACTIVADORES DE AMINOGLICOSIDOS.-

11.1. Ensayo radioenzimatico

El método radioenzimatico de unién a papel de fosfocelulosa es el mas utilizado para la
caracterizacion de diferentes enzimas modiﬁcadorés presentes en un determinado extracto celular.

El ensayo se basa en .la unién del antibidtico, cargado positivamente, modificado o sin
modificar, a papel de fosfocelulosa cargado negativamente. Los antibidticos aminoglicosidos poseen
un caracter fuertemente basico, debido a la presenci;; de grupos amino que se mantienen ademas,
cargados positivamente a rangos de pH que pueden variar entre 5y 9.

Si el enzima modificador que se busca estd presente en el extracto enzimatico, utilizara
cofactores marcados radioactivamente para modificar el antibidtico.

Lo que se mide es, por tanto, la transferencia de radioactividad desde el cofactor marcado al
antibidtico que es posteriormente fijado a papel de fosfocelulosa.

La mezcla de reaccion consta de un tampén especifico para cada clase de enzima, el extracto
enzimatico, el cofactor marcado radioactivamente y la solucién de antibiético.

Una vez transcurrida la reaccién,' una cantidad de la mezcla se transfiere a un papel de
fosfocelulosa. A continuacion se lava, eliminando todo lo que no haya quedado fijado y se deja secar.
Se mide posteriormente si hay actividad radioactiva; si se detecta, indica la existencia de un enzima en
el extracto.

Se utilizan tubos de plastico de un solo uso que se numeran y se disponen sobre un bafio de
hielo. Segiin la actividad que queramos detectar la mezcla de reaccion contendra:

Ensayo de fosforilacién:

10ul de tampon de fosforilasas.

10ul de solucion de **P-ATP.

10ul de extracto enzimatico.

2l de solucién de antibiético (10mg/ml)
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Ensayo de nucleotidilizacion:

10ul de tampon de adenilasas.

10ul de solucion *C—ATP.

10ul de extracto enzimatico.

2ul de solucién de antibidtico (1mg/ml).

Ensayo de acetilacion:

10u1 de tampon de acetilasas.

10pl1 de solucién de "*C—Acetil-Coenzima A. -

10pl de extracto enzimatico.

2ul de solucidn de antibidtico (1 mg/ml).

Los ensayos radioenzimaticos se realizaron en el Servicio de Medicina Nuclear del Hospital
Insular.

En cada ensayo de fosforilasas, adenilasas o acetilasas, se utilizaron ademas, dos tubos
controles que contenian todos los componentes de la mezcla de reaccién excepto uno. En uno no se
afiadié solucién de antibidtico y en el otro no se afiadio extracto enzimatico.

Los tubos de cada ensayo con todos los componentes de la mezcla de reaccion se agitaron en
un agitador vortex y se incubaron en un bafio termostatizado a 30° C durante 30 minutos. Transcurrido
este tiempo los tubos se colocaron nuevamente en un bafio de hielo y se transfirieron 20ul de la
mezcla de cada tubo a un cuadrado (1cm?) de papel de fosfocelulosa Whatman P-81 (Boston LTD,
England) que habia sido previamente numerado a lapiz y sujeto con alfileres a un bloque de
poliuretano.

Después de 30 segundos a temperatura ambiente, los papeles con sus correspondientes
alfileres se introdujeron con pinzas en un vaso de precipitados de 500ml con agua a 80°C para detener
la reaccion. Los papeles se dejaron 3 o 4 minutos en el agua.

A continuacién eliminamos el agua y lavamos los papeles tres o cuatro veces con agua

destilada fria. El lavado elimina todos los componentes de la mezcla de reaccion, incluyendo el
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cofactor marcado y no utilizado, exceptuando al antibidtico que queda fijado al papel. Los papeles se

pincharon nuevamente para dejarlos secar bajo una lampara de rayos infrarrojos.

Por ultimo depositamos los cuadrados de papel de fosfocelulosa en viales que contenian 5 ml

de soluciédn de liquido de centelleo y se determiné la radioactividad emitida.

Reactivos.—

Tampén de fosforilasas: Tris—HCI 1M, MgCl, 1M, NH,CI 2M, Ditiotreitol 0,5M.

Composicion:
Tris—-HCI 1M
Trizma-HCl

Trizma—base

Agua destilada
MgCl; IM

MgCl,-6H,0

Agua destilada csp
NH,CI 2M

NH.CI

Agua destilada csp
Ditiotreitol 0,5M

DTT

Agua destilada csp
Agua destilada

Acido maléico 1M

14,04¢g
1,34g

100ml

20,33g

100ml

10,69ml

100ml

3,86ml

50ml

2ml

1,25ml

6,00ml

0,10ml

15,00ml
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Preparacion:
Se mezclan los componentes y se ajusta el pH a 7,1 (4° C) con acido maléico 1M. Se completa

con agua destilada hasta 30ml y se vuelve a ajustar el pH. Si es acido se ajusta con amoniaco.

Tampon de adenilasas:

Composicion:

Tris-HCI IM 2,00ml
MgClL, IM - 1,25ml
NH,CI 2M 6,00ml
Ditiotreitol 0,5M 0,10ml
Agua destilada 15,00ml

Acido maléico
Preparacion:
Mezclar y disolver bien. Ajustar el pH a 8,0 (4° C) con acido maléico y se completa hasta

30ml con agua destilada. Ajustar el pH de nuevo. Si es acido se ajusta con amoniaco.

Tampoén de acetilasas:

Composicion:

Tris-HC] IM 25ml
"MgClL 1M S5ml

NH,Cl IM 10ml

Ditiotreitol 0,5M 1ml

Agua destilada 40ml
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Preparacion:
Se mezclan los componentes hasta su completa disolucion. Se ajusta el pHa 7,1 (30° C) con

HCI o con acido maléico y se completa hasta 100ml con agua destilada.

Solucién de **P-ATP:

Composicion:

ATP 50mM pH:7,2 15pul
ATP 0,2756g
Agua destilada 10ml

1-?P-ATP (actividad especifica: 30Ci/mmol) 10-100pl

(Amersham LIFE SCIENCE)
Debido a que el isétopo del fosforo *’P tiene una vida media muy corta (14,2 dias), pasado un
mes de la fecha de marcaje del ATP hay que afiadir 10ul mas por cada semana que pase. Solo se

puede llegar hasta 100p1 ya que pasado ese tiempo el *?P ha perdido completamente su actividad.

Preparacion:

Se mezcla cada componente y se mide la actividad de la preparacion. Se considera una

actividad util unas 20000 cpm/pl de solucion.

Solucién de **C-ATP (10nCi/ml):
Composicion:
ATP 0,1M Sul
ATP 0,05072¢g
Agua Iml
HC_ATP solucién acuosa (actividad: 25pCi/ml) 200yl
(Amersham LIFE SCIENCE)
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Agua destilada 295ul

Preparacion:

Mezclar los componentes y comprobar la actividad.

Solucién de "*C-Acetil-Coenzima A:
Composicion:
14C_Acetil-Coenzima A (actividad especifica: S7mCi/mmol)

(Amersham LIFE SCIENCE)

Acetil-Coenzima A trilitium 3,52mg
Agua destilada 6ml
Preparacién:

Al vial que contiene el Acetil-Co A liofilizado y marcado, se le afiaden 2ml de agua destilada
hasta que se disuelva completamente. Los 3,52mg de Acetil-Co A sin marcar se disuelven en 4ml de

agua. Posteriormente se mezclan las dos soluciones y se comprueba la actividad.
Solucién de antibiéticos:
Para los ensayos de fosforilasas se emplearon concentraciones de 10mg/ml. Para los ensayos

de acetilasas y adenilasas los antibiéticos se utilizaron a una concentracion de Img/ml.

Liquido de centelleo:

Composicion:

PPO (2,5—Difeniloxazol) 3,0g
POPOP (1,4-bis[2—(5—feniloxazolil)]benceno) 0,1g
Tolueno 1000ml-
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Liquido de centelleo:

Beckman
11.2. Antibiogramas para la deteccién del fenotipo de resistencia.

Cada enzima modificador se caracteriza por utilizar distintos substratos y generar por tanto,
distintos patrones de resistencia.

Mediante distintos estudios epidemiologicos; se ha podido caracterizar que enzimas se
encuentran de forma prevalente en aislados resistentes a aminoglicésidos, tanto de especies gram
negativas como gram positivas.

Basandonos en estas caracteristicas, si se utiliza un mimero suficiente de antibidticos
aminoglicosidos, es posible determinar los enzimas modificadores mas habituales que se encuentran
en distintos géneros y especies bacterianas, en funcion de su perfil o patron de resistencia.

Para la determinacion del fenotipo mediante antibiogramas, hemos utilizado un kit que consta
de 12 discos de antibiéticos aminoglicésidos. Algunos de los discos se han escogido con el proposito
eXpreso de distinguir distintos patrones de resistencia. El kit de identificacion fue diseﬁédo por el
Equipo de Investigacion en Resistencias a Aminoglicésidos del Instituto de Investigacion Schering-
Plough.

La actividad relativa de cada aminoglicésido frente a aislados de susceptibilidad normal es
diferente, sin embargo, se puede ajustar la carga de los discos de forma que se compensen estas
diferencias en la susceptibilidad. Los discos utilizados se han ajustado de esta manera de forma que la
carga varia entre 10 y 100pg.

El principio mas importante de utilizacion de estos discos consiste, en que no se determina la
actividad absoluta de un aminoglicésido dado, sino la susceptibilidad relativa considerando el grupo

de 12 discos “ajustados” en su conjunto.
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Un segundo punto a tener en cuenta es la utilizacién de indculos homogéneos que permitan
una correcta interpretacién del mecanismo de resistencia.

Los antibiogramas se realizaron siguiendo la metodologia recomendada por el National
Committee for Clinical Laboratory Standars (NCCLS). El medio utilizado fue agar de Mueller—
Hinton (Difco) suplementado a concentraciones fisiologicas con cationes divalentes (Ca™ y Mg™).
Todos los medios se prepararon a partir de un mismo lote de agar. Las placas utilizadas de 150mm de
diametro permiten la colocacion de los discos en una misma placa. Se dispusieron 70ml de medio por
placa.

Se tomaron dos colonias, aisladas de un cultivo de 24 horas del microorganismo, y se
inocularon en 5ml de caldo de infusién cerebro—corazén. El cultivo liquido se mantuvo a 37°C durante
4-6 horas hasta que la turbidez observada fuese similar a la de un patrén McFarland del 0,5.

Las placas se sembraron utilizando hisopos estériles y, una vez secas, se coloco cada disco de
antibiético con ayuda de unas pinzas. Tras 24 horas de incubacion se midieron los halos alrededor de
cada disco.

Se emplearon como controles las cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 y ATCC
25668.

Para la interpretacion de los resultados, se han de considerar los 12 discos de antibicticos
aminoglicosidos en su conjunto, y se siguen una serie de pasos:

1.- Observamos si se producen cambios en la susceptibilidad de la Apra, con respecto al resto
de los aminoglicésidos utilizados. El mecanismo de resistencia propuesto si el cambio observado
fuese éste, seria AAC(3)-IV o bien alteraciones de la permeabilidad. La AAC(3)-IV es la unica
acetilasa capaz de modificar la Apramicina.

2.- Si no se observa modificacion de la Apra pero si de Astm, el mecanismo de resistencia
propuesto seria AAC(3)-1 o combinaciones de otros enzimas modificadores con la AAC(3)-L

3.- Si no se observan cambios en la Apra/Astm pero si en 2'-Net y/o en 6'-Net entonces el

mecanismo puede ser:
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a.- Si los cambios son similares en 2°-Net y en 6'-Net, entonces el mecanismo propuesto seria
AAC(3)-I1 0 AAC(3)-7.

b.- Si cambia la 6"-Net pero no lo hace la 2'-Net, entonces el mecanismo propuesto seria
AAC(2')-1 0 AAC(3)-VL

c.- Si cambia la 2'-Net pero no lo hace 6'-Net, entonces el mecanismo de resistencia
propuesto seria AAC(6)-1 o AAC(6')-11 o bien combinaciones de AAC(6°)-1 con ANT(2”)-I o con
AAC(3)-1

d.- Si se observan cambios tanto en la 2°-Net como en la 6°-Net pero el cambio es mayor para
la 2'-Net, entonces el mecanismo seria AAC(6°)-1 + AAC(3)-IL

Si no se observan cambios ni en Apra, Astm, 2'-Net ni 6’-Net pero si ocurre en la Gm y Tm,
entonces el mecanismo de resistencia propuesto seria la adenilasa ANT(2”)-I o la acetilasa AAC(3)-
II.

Si no cambian ni la Apra, Astm, 2°-Net, 6"-Net ni la Gm, pero si lo hace la Tm, el mecanismo

de resistencia seria solamente ANT(4")-I1.

Por ultimo si no se observa variacion ni en Apra, Astm, 2’-Net, 6"-Net, Gm, Tm y unicamente

cambia la An el mecanismo de resistencia seria entonces debido a la fosforilasa APH(3 }-VIL
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DISCOS UTILIZADOS EN LA DETERMINACION FENOTIPICA.

APRAMICINA
FORTIMICINA

6 -NETILMICINA
2-NETILMICINA
GENTAMICINA
TOBRAMICINA
AMIKACINA
ISEPAMICINA
NETILMICINA
3-EPISISOMICINA
KANAMICINA

NEOMICINA

APRA
ASTM

6 -NET(SCH-21562)

2°-NET(SCH-21561)

M

-IM

AN
ISE(SCH-21420)
NET
S-EPI(SCH-22591)
K

N

30ug.

30ug.
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12. DETECCION DE GENES DE RESISTENCIA A AMINOGLICOSIDOS.-

Establecimos la relacion existente entre el fenotipo de resistencia determinado previamente y
el obtenido mediante ensayo radioenzimatico con el resultado de los estudios de hibridacion
efectuados utilizando 17 sondas génicas de distintos enzimas modificadores de aminoglicésidos.

Los estudios de hibridacion fueron el resultado de la colaboracion con el Instituto de
Investigacion de Schering—Plough. Nosotros preparamos 20 filtros de nylon mediante “dot blotting”

mientras que la hibridacién y el revelado se realizaron en los laboratorios Schering.

Protocolo de dot blotting.

Utilizamos 20 filtros de nylon que colocamos sobre papel Whatman 3MM. El papel Whatman
se empled para depositar los cultivos y para secar los filtros. Cada filtro estaba dividido en cuadrados
numerados.

Se marca un extremo de cada filtro con un m’xm'ero de identificacion y se depositan 10ul de un
cultivo de 48 horas de cada una de las cepas de interés, sobre cada uno de los cuadrados. Se dejan
secar a temperatura ambiente.

Una hoja de papel Whatman 3MM se satura con NaOH IN y con ayuda de unas pinzas se
deposita cada filtro sobre la hoja de papel Whatman durante 5 minutos.

Una segunda hoja de papel Whatman 3MM se satura con Tris 1M pH 7.0 y con ayuda de unas
pinzas se transfiere cada filtro desde la hoja saturada de NaOH a esta segunda hoja durante 5 minutos.

Finalmente, cada filtro se va depositando, durante 3 minutos, en un recipiente que contiene

500ml de Tris 1.0M pH 7.0. Se sacan y se dejan secar sobre papel a temperatura ambiente.
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Hibridacién y revelado.

La prehibridacién se realizé durante 4 horas a 42° C en una bolsa Ziploc con:

Formamida 50%
SDS 1%
NaCl M
Sulfato dextrano 10%

ADN de esperma de salmén sonicado  100pg/ml

Se elimind el exceso de solucion y se afiadid la sonda (1x10° dpm/ml), marcada mediante
“traslacion de mella” (nick translated), en 5ml de solucién de prehibridacion.

La hibridacién de los filtros se realizé toda la noche a 42° C.

Se lavé cada filtro en solucién precalentada a 55° C SSC 2x con SDS al 1%.

Se repitieron dos lavados de 30 minutos cada uno, en solucién SSC 2x con SDS al 1% a 55°

Se lavé una vez con solucion SSC 0,1x y 1% de SDS durante 30 minutos a 55° C.

Los filtros se secaron a temperatura ambiente y se expusieron a pelicula de rayos X durante

dos dias.
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13. TRANSFERENCIA DEL MATERIAL GENETICO.-

13.1. CONJUGACION.

La conjugacién se realizd en medio liquido utilizando como receptores las cepas de
Pseudomonas aeruginosa PAO 38 (leu 38 str7) (str') (FP2) y PAO 2535(3) (FP) (trp™ 54) (nif-3
fon-101).

La cepa PAO 38 es resistente a la rifampicina y auxotréfica para la leucina. La cepa PAO
2635(3) es resistente a la rifampicina y auxotrofica para el triptofano.

Inoculamos Sml de caldo de infusion cerebro-corazén o LB con las cepas donadoras y
receptoras.

Incubamos en agitacién orbital a 37° C durante 24 horas. La conjugacién se realizé también,
incubando las cepas receptoras a 41° C.

Posteriormente, inoculamos dos tubos de BHI o de LB con 0,5ml de la cepa donadora y con
0,5ml de cada una de las receptoras. Inoculamos también tubos controles con las cepas donadoras y
receptoras por separado. Los tubos se dispusieron en agitacion orbital muy suave durante 4 horas.
Tomamos alicuotas de 100l a las 2 y 4 horas de conjugacién que se extendieron con ayuda de una
pipeta de Pasteur de vidrio sobre placas de agar de cerebro—corazon conteniendo rifampicina mas el
antibiético aminoglicosido de eleccion.

Las concentraciones de antibidtico escogidas han de ser lo suficientemente bajas para permitir
la transferencia de plasmidos R, pero lo suficientemente altas como para poder limitar la aparicion de
mutantes de resistencia espontaneos y, principalmente en Pseudomonas aeruginosa, la éparicién de
resistencias adaptativas.

Las concentraciones de rifampicina utilizadas fueron de 250pug/ml y 500pg/ml. A partir de

cada una de estas concentraciones, se prepararon placas que contenian, ademas, gentamicina o
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tobramicina a distintas concentraciones 20ug/ml, 32pg/ml y 64pg/ml y rifampicina y amikacina a
10pg/ml, 20pg/ml y 30pg/ml.

Las placas se incuban 24 horas a 37° C y a 41° C. Posteriormente se comprueba si las colonias
que hayan podido crecér son transconjugantes a través de su fenotipo de resistencia mediante
antibiograma, sus caracteristicas bioquimicas mediante API 20 NE y comprobando la auxotrofia. Si el
receptor utilizado fue la cepa PAO 38 la colonia se resiembra en medio minimo y en medio minimo
suplementado con leucina. Si el receptor utilizado fue la cepa PAO 2635(3) la colonia se resiembra en
medio minimo y en medio minimo suplementado con triptéfano.

La conjugacion se realizé también en Eppendorf con 100yl de la cepa donadora y 100l de la
cepa receptora en 1ml de medio afiadiendo, tras 2 horas de conjugacion, algunas gotas de antisuero
frente al receptor PAO 38. Se le da un pulso en la centrifuga y se tomaron alicuotas de 100ul a las 2 y

4 horas de conjugacion.

13.2. MOVILIZACION.

Mediante la movilizacion pretendemos detectar la presencia de plasmidos no conjugativos,
que pudieran estar presentes en las cepas donadoras, haciendo uso de las propiedades de transferencia
de plasmidos conjugativos.

Aunque no se conoce la causa, solamente algunos plésmidos conjugativos son capaces de
movilizar un plasmido no conjugativo determinado. Esto significa que, en la practica, se han de
probar diferentes plasmidos conjugativos para intentar movilizar un plasmido no conjugativo.

Hemos utilizado los plasmidos R2 y RP4 para la movilizacion. Las estrategias empleadas con

cada uno de ellos difieren.
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* Movilizacion desde una cepa con doble plasmido. Plasmido R2.

El plasmido R2 de Pseudomonas aeruginosa, pertenece al grupo de incompatibilidad P-9 (Inc
P-9). Posee un peso molecular de 44,0Mda y el patron de resistencias: Cb® (Carbenicilina), Km®
(Kanamicina), Sm® (estreptomicina) y Su® (sulfamidas).

El procedimiento mas sencillo consiste en transferir mediante conjugacion el plasmido R2
desde la cepa donadora, a cada una de las cepas no conjugativas que actuarian como receptoras. La
seleccion se realiza en placas de agar de cerebro—corazon que contienen gentamicina y
estreptomicina. En estas condiciones solamente crece el receptor, resistente é aminoglicésidos, que
ademas adquiera el plasmido R2 que confiere resistencia a alto nivel a la estreptomicina.

La conjugacion se realizo, como ya ha sido descrita, en placas de agar cerebro—corazon con
800pg/ml de estreptomicina mas gentamicina, tobramicina o netilmicina a una concentracion de
60pg/ml. La seleccién de transconjugantes se llevd a cabo, mediante el calculo de la C.M.I. para la
estreptomicina y mediante API 20NE.

En un segundo paso los transconjugantes que portan el plasmido conjugativo y, teéricamente
el no conjugativo, actuarian como donadores de la conjugacion frente a un receptor no plasmidico y
con marcadores de seleccion adecuados.

Los receptores utilizados fueron las cepas PAO 38 y PAO 2635(3). La conjugacion se realizo
en placas de agar de cerebro—corazon que contenia rifampicina a una concentracion de 500ug/ml y
gentamicina, tobramicina o netilmicina a 40pg/ml y 60pg/ml.

Los receptores utilizados se emplearon haciendo crecer los cultivosa 37°Cy 41°C.
e Apareamiento triparental. “Triparental Mating”. Plismido RP4.
RP4 es un plasmido de E. coli de 36Md perteneciente al grupo de incompatibilidad P. (IncP,

Tra").
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La estrategia del apareamiento tripatental, es similar a la anteriormente descrita, unicamente
varia en que no se hacen dos conjugaciones separadas.

Se preparan placas de agar de MacConkey con rifampicina a una concentracion de 250pg/ml
y gentamicina, tobramicina o netilmicina a 60pg/ml. Mezclamos 0,05ml de un cultivo reciente de la
cepa donadora que posee _el plasmido conjugativo y 0,05ml de la cepa intermedia que lleva el
plasmido no conjugativo, sobre las placas sembradas con 0,1ml de un cultivo reciente de cada uno de

los receptores.

13.3. TRANSFORMACION.

El protocolo de transformacion utilizado para P. aeruginosa PAO 38 es, basicamente, el de

Mercer y Loutit como es descrito por Kato, T. (101,132)

e Preparacion de células competentes.

Inoculamos 10ml de LB con las bactenas a transformar e incubamos a 37° C durante 18 horas.

Tomamos 1ml de este cultivo reciente e inoculamos 150ml de LB que disponemos en

agitacion orbital a 37° C tomando alicuotas de 1ml que se miden a partir de las 2 horas hasta obtener

una densidad optica de 0,5 a 550nm. (DOss5,=0,5), lo que equivale a 5x107 células/ml.

Centrifugamos en tubos de centrifuga estériles de 200ml a 8000 rp.m. 5 minutos a 4° C,
eliminamos el sobrenadante y resuspendemos con la mitad del volumen inicial de MgCl, 0,15M
estéril y frio.

Centrifugamos 5 minutos a 8000 r.p.m. a 4° C. Eliminamos el sobrenadante y resuspendemos
nuevamente con la mitad del volumen inicial de MgCl, 0,15M estéril y frio. Dejamos los tubos de

centrifuga 20 minutos a 4° C.
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Centrifugamos en idénticas condiciones y, después de eliminar el sobrenadante,
resuspendemos en 0,1 del volumen inicial de MgCl,.

Las células competentes se guardan en alicuotas de 500pl conservadas a 4° C o congeladas a

70° C.
e Transformacion.

Se preparan tubos Eppendorf con 200ul de células competentes que se depositan sobre un
bafio de agua y hielo. A continuacion se afiaden de 10 o 15ul de la solucién de ADN y los dejambs de
30 a 45 segundos en el hielo.

Pasamos los tubos a un bafio a 37° C durante 3 minutos y tras el choque térmico los
introducimos nuevamente en el hielo durante 15 minutos.

Posteriormente, afiadimos la mezcla a 700pl de LB y dejamos incubar a 37° C durante 1 0 2
horas. Se toman alicuotas de 100ul que se extienden con ayuda de una pipeta Pasteur doblada sobre

placas de agar de cerebro—corazén conteniendo amikacina o gentamicina a distintas concentraciones.

13.4. CURACION.

Aunque la curacién no es un método de transferencia de material genético entre bacterias, nos
ayuda a detectar plasmidos de resistencia. Las cepas portadoras de plasmidos de resistencia que se
curan pierden parte o todo de su fenctipo de resistencia.

Hemos utilizado como agentes curantes: SDS, naranja de acridina y bromuro de etidio. Cada
protocolo de curacion se realizd a 37° C y a41° C ya que el crecimiento continuado a esta temperatura
produce también la curacion de algunos tipos de plasmidos.

La curacién con SDS se realizé inoculando 2ml de LB con SDS al 10% con 20ul de un
cultivo reciente de 18 horas de la cepa a curar.
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Incubamos a 37° C y a 41° C durante 24 horas.

Transcurrido este tiempo, preparamos diluciones (1/100.000) en solucion salina esténl y
tomamos 100p] de la dilucién que se extienden sobre placas de agar infusion cerebro—corazon.
Incubamos las placasa 37° Cya 41° C.

Las colonias crecidas se replican, por medio de terciopelo estéril, en placas de agar de
infusion cerebro—corazén con distintas concentraciones de antibiéticos aminoglicésidos. Se observa
que colonias no han crecido con respecto a la placa original.

La curacién con naranja de acridina y con bromuro de etidio se realiza preparando diluciones
crecientes del agente curante en 2ml de medio LB e inoculando 20ul de un cultivo de 18 horas de la
cepa a curar. Incubamos 18-24 horas a37°Cya41°C.

Se prepara una dilucion 1/100.000 en solucién salina estéril a partir del tubo con crecimiento
inmediatamente anterior al valor de su concentracién minima inhibitoria. Tomamos 100pl de la
dilucién que se extienden sobre una placa de agar de infusion de cerebro—corazon y se incuba a 37° C.

Se realiza la réplica en placa de forma idéntica a la anteriormente descrita.
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14. PROTOCOLOS DE EXTRACCION DE ADN.-

14.1. Extraccién de ADN plasmidico.

Los protocolos de extraccion que se utilizan de manera habitual frente a distintos géneros de
bacterias gram negativas presentan, en el género Psendomonas, numerosas dificultades. Debido a que
el rendimiento de las extracciones es menor en Pseudomonas aeruginosa, hemos utilizado diferentes

protocolos altemativos.

e Lisis alcalina de Kado y Liu (40). (Lisis alcalina en calor).

Método.

Se inoculan tubos con Sml de medio LB o TSB con las cepas de interés, afiadiendo las
concentraciones de antibiéticos adecuadas para cada una de ellas. Después de 24 horas de incubacion
a 37° C, se recogen por volcado sobre tubos Eppdendorf estériles, 1,5ml de los cultivos,
centrifugando al maximo de revoluciones durante 3 minutos (Centrifuga Eppedorf 5415C).

Eliminamos el sobrenadante con una pipeta Pasteur y resuspendemos el sedimento en 200pl
de tampon TEK.

Afiadimos 400p! de tampén de lisis de Kado, mezclamos por inversion repetidamente e
incubamos en un bafio termostatico a 55° C durante 30 minutos.

Posteriormente afiadimos 300ul de fenol y 300ul de cloroformo y agitamos hasta obtener un
aspecto homogéneo de la suspension. Centrifugamos 7 minutos al maximo de revoluciones.

Recogemos el sobrenadante cuidando de no arrastrar la interfase blanquecina y lo
depositamos en un nue\}o tubo Eppendorf estéril.

Afiadimos 100p1 de acetato potasico 3M pH: 4,8 mezclando por inversion. Dejamos los tubos
10 minutos en hielo y posteriormente centrifugamos 5 minutos al maximo.
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El sobrenadante se pasa a un nuevo tubo Eppendorf, aiiadimos 800ul de etanol absoluto frio y
mezclamos por inversion.

Dejamos toda la noche a —20°C.

Centrifugamos 7 minutos al maximo y eliminamos el etanol, cuidando de no arrastrar también
el ADN precipitado.

Afiadimos 500p] de etanol al 70% y centrifugamos 5 minutos. Eliminamos el alcohol y
dejamos los Eppendorf abiertos secandose en una estufa.

El ADN se resuspende finalmente en 50u1 de agua bidestilada esténl y fria o en tampon TE.

Reactivos.—

Tampén TEK: Trizma-base 40mM, EDTA 2mM.

Preparacién: Mezclar los componentes hasta su disolucion, ajustar a pH: 8,0 vy esterilizar en
autoclave 15 minutos a 121°C.

Tampén de lisis de Kado:

a.— NaOH 4M. Conservar en alicuotas a —20°C.

b.— Solucién base de Kado: Trizma—base 50mM, SDS al 3%.

Preparacién: En el momento de usar el tampén de lisis de Kado se afiaden 200ul de NaOH
4M en 10ml de solucion base.

Solucién de Acetato potasico 3M. Conservar a 4°C.

Acetato potasico SM 60ml

Acido acético glacial - 11,5ml

Agua destilada 28,5ml
Preparacién: |

Mezclar y comprobar que el pH sea 4,8; en caso contrario ajustar. Conservar a 4°C y utilizar

hasta dos semanas después de su preparacion.
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Fenol:

El fenol sélido se licia calentandolo en un baiio a 68° C. Una vez liquido, afiadimos un
volumen igual de tampén Tris 1M a pH: 8. Se mezcla bien y se deja reposar en un embudo de
decantacién. Una vez que las fasés estén separadas, se recoge la fase de fenol y se vuelve a afiadir un
volumen de Tris 1M repitiendo el proceso. Finalmente se recoge la fase inferior fenolica saturada de
Tris y se conserva con una capa de ’I’rls

Cloroformo:

Utilizamos una mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1 v/v) saturado con Tris 1M a

pH: 8.
e Protocolo de extraccién de J. Grinsted y P. M. Bennet. (81)

El protocolo de extraccion de Grinsted y Bennet es, basicamente, una modificacion del de

Ish-Horowicz y Burke de 1981.

Método:

Centrifugamos 1,5ml del cultivo apropiado recogido por volcado en un tubo Eppendorf, 10
minutos al maximo de revoluciones.

Eliminamos el sobrenadante y resuspendemos en 0,2ml de agua destilada, anadimos a
continuacion 0,4ml de SDS al 1% en 0,2M de NaOH y mezclamos por inversion.

Afiadimos 0,2ml de solucién de acetato potasico 3M, acido acético 2M y EDTA 1ImM y
mezclamos.

Centrifugamos 5 minutos al maximo recogiendo el sobrenadante con pipeta o por decantacion
en un nuevo tubo Eppendof estéril.

Afiadimos 0,5ml de solucién de fenol. Agitamos en un agitador “vortex” y centrifugamos 1
minuto al maximo de revoluciones. La fase superior acuosa se recoge en un nuevo Eppendorf.
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Afiadimos 0,1ml de acetato potasico 4M pH: 6,0 y 0,5ml de Isopropanol. Mezclamos por

inversién y centrifugamos 5 minutos. El sobrenadante se recogi6 en un nuevo Eppendorf.

Afiadimos 1ml de etanol absoluto y centrifugamos 1 minuto. El sobrenadante se deshecha.

A continuacién afiadimos Iml de éter y centrifigamos 1 minuto. Deshechamos el

sobrenadante.

Se deja secar y se afiaden 100ul de TE.

Reactivos.—

SDS al 1% en NaOH 2M

Solucién de acetato potisico 3M, dcido acético 2M, EDTA 1mM.

Solucién de fenol:
Fenol 500g.
NaOH 2M 7,5ml
Tris-CIH 1M, pH: 7,5 6m]
Agua destilada 130ml

Acetato potasico 4M pH: 6,0

Isopropanol

Etano}

Dietil éter

TE: Tris—CIH 10mM, pH: 7,5, EDTA 0,1mM
e Protocolo de extraccién con Tritén X-100. “Hot triton”. (39,40)

Método.

Las cepas de interés se sembraron en matraces de 100ml con 40ml de BHI y las

concentraciones de antibidticos apropiadas.
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Después de 24 horas de incubacién en agitacion a 37°C, recogimos los cultivo en tubos de
centrifuga estériles de 200ml y centrifugamos a 5000 r.p.m. durante 10 minutos. Eliminamos el
sobrenadante.

Afiadimos 5ml de buffer TES repitiendo el centrifugado. Eliminamos el sobrenadante
resuspendiendo en 2ml de solucidon A, transferimos a tubos de 10ml y los dejamos 20 minutos en
hielo.

Posteriomente afiadimos 0,4ml de solucion de lisozima, dejando los tubos otros 20 minutos en
hielo.

’I"ranscun’ido este tiempo afiadimos 0,8ml de EDTA 0,5M pH: 8,0 y la lisis se efectué con
4,4ml de la mezcla litica de triton, dejando los tubos en un bafio termostatizado a 65°C durante 20
minutos.

Centrifugamos a 16000 r.p.m. durante 40 minutos.

Recogimos el sobrenadante y ajustamos la solucién a 0,5M en CINa y 10% en polietilenglicol
a partir de soluciones concentradas de CINa 5M y 40% en polietilenglicol.

Dejamos toda lanoche a4° C.

Centrifugamos a 5000 rp.m. durante 10 minutos y posteriormente resuspendimos el
sedimento en 1 o 2ml de CINa 0,25M, EDTA 0,001M y Tris—CIH 0,01M a pH: 8,0.

El ADN se precipita afiadiendo dos volimenes de etanol del 95% a —~20° C. Se guardan a esta
temperatura hasta el dia siguiente.

Centrifugamos a 16000 r.p.m. durante 10 minutos y eliminamos el sobrenadante. Afiadimos
dos volumenes de etanol al 70% repitiendo la centrifugacion.

Finalmente el ADN se resuspende en TES.

Reactivos.—

Tampén TES: Tampén estéril de Trizma-base 0,05M, EDTA 0,005M, CINa 0,05M a pH:

8,0
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Solucién A: Solucion estéril compuesta de un 25% de sucrosa en EDTA 0,001M, Trizma-
base 0,05M a pH: 8,0

Solucién de lisozima: lisozima a una concentraciéon de 10mg/ml en Tris, pH: 8,0

EDTA 0,5M pH: 8,0

Mezcla litica de triton:

Tritén X-100 al 10% en Tris 0,01M, pH: 8,0  1ml

EDTA 0,25M, pH: 8,0 25ml
Tris 1M, pH: 8,0 . Sml
Agua destilada 69ml

CINa SM

Polietilénglicol 40% (PM. 1000 a 6000)

e Lisis alcalina fria y protocolo de extraccién en fenol icido. (39,40)

Método.
Centrifugamos durante 1 minuto en una centrifuga Eppendorf, 1,5ml de cultivo y eliminamos

el sobrenadante.

Resuspendemos el sedimento afiadiendo 100ul de solucion I.-

Afiadimos a continuacidn, 200ul de la solucion de lisis (solucién II) mezclando suavemente, -

hasta observar que se produce un aclaramiento y un aumento de la viscosidad.
Neutralizamos afiadiendo 150p] de solucién III fria. Mezclamos por agitacion vigorosa

debiéndose observar la formacién de un precipitado blanco.
Centrifugamos 5 minutos al maximo de revoluciones. Posteriormente transferimos al menos

400! del sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf estéril y afiadimos 1m! de etanol absoluto frio.
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El ADN plasmidico se recoge por centrifugacion durante 5 minutos. Se elimina el
sobrenadante y se afiade 1ml de etanol frio al 70%. Centrifugamos nuevamente y, tras eliminar el
sobrenadante, dejamos secar a temperatura ambiente.

Resuspendemos el ADN en 50pl de buffer TE.

El método del fenol acido se basa en la adicién de fenol acidificado en la extraccién alcalina
fria. Teoricamente la adicién de fenol acido permite obtener ADN plasmidico de la misma calidad que

el obtenido por centrifugacion en gradiente de CICs.

Meétodo.

Es similar en los primeros pasos a la lisis alcalina fria. Una vez producida la lisis y la
neutralizacion, se transfieren 400pl aproximadamente a un nuevo tubo Eppendorf.

Se adicionan 400y de fenol 4cido, se mezcla en un agitador vortex y se separan las capas por
centrifugacion en microcentrifuga durante 5 minutos al maximo.

La fase superior se transfiere a un nuevo Eppendorf y se afiade un volumen de cloroformo—
alcohol isoamilico mezclando por inversion y separando las capas por centrifugacion.

La fase superior se recoge en un nuevo tubo Eppendorf y se afiaden 2,5 volimenes de etanol
absoluto frio.

El ADN se recoge por centrifugacion durante 5 minutos. Eliminamos el sobrenadante y
afiadimos 500pl de etanol al 70%. Repetimos la centrifugacion, eliminamos el sobrenadante y
dejamos secar.

Resuspendemos el sedimento en 50ul de agua bidestilada y fria o en tampon TE.

Reactivos.—

* Lisis alcalina:

Solucién I: Solucién de glucosa 50mM en Tris—CIH 25mM (pH: 8,0) y EDTA 10mM (pH:
8,0)
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Solucién II: NaOH 0,2N y SDS al 1%

Solucién ITI: acetato potasico 3M

Acetato potasico SM 60ml
Acido acético glacial 11,5ml
Agua destilada 28,5ml

* Fenol acido:

Preparacion:

El fenol sélido se lictia calentandolo a 68° C. Se dispone en un embudo de decantacion y se
afiade un volumen de acetato sédico 0,05M (pH: 4,0) se mezcla bien y se espera hasta que se separan
las fases recogiendo la fendlica y descartando el acido. El proceso se repite varias veces hasta obtener
fenol saturado.

Cloroformo/alcohol isoamilico (24: 1)
e Protocolo de Eckhardt. (51)

Permite observar en un gel de agarosa vertical ADN plasmidico con un tamaro de entre 2 y
150Mda. Al contrario que en el resto de los métodos descritos, en el protocolo de Eckhardt, la lisis
bacteriana se realiza en el mismo gel de electroforesis. |

Se toman dos colonias de las cepas de interés y se van depositando sobre los pocillos de un
gel de agarosa vertical con ayuda del asa de siembra. Se afiaden 15pul de la solucion de lisozima vy,
posteriormente, 30pl de la solucion de SDS mezclando suavemente con el asa 2 veces.

A continuacién se afiade a cada pocillo 100ul de solucién para cubrir y se sellan los pocillos

con agarosa a 50°C.

Reactivos.—
Solucion de lisozima:
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Lisozima 7500U/ml en buffer TB

Ribonucleasa I (0,3U/ml)

0,05% de azul de bromofenol
Tampén TBE: Trizma-base 89mM, EDTA 12,5mM, acido bérico 89mM. Al tampon
preparado se le adiciona un 20% de Ficoll 400.000 (Sigma)

Solucién de SDS: 0,2% de SDS en tampén TBE con un 10% de Ficoll 400.000

e Sistemas de purificacion comerciales: Wizard Minipreps (PROMEGA).

Hemos utilizado el sistema de extraccién y purificacién Wizard que permite aislar plasmidos
de entre 200 y 20.000bp.
El sistema hace uso de una resina que permite una rapida rehidratacion del ADN.

Los pasos de purificacién se realizaron siguiendo las instrucciones descritas en el método.

14.2. Preparacién de ADN genémico.

e Minipreparado de ADN genémico.

Inoculamos las cepas de interés en Sml de LB e incubamos a 37° C durante 24 horas.

Centrifugamos 1,5ml del cultivo en microcentrifuga durante 2 minutos o hasta la formacion
de un sedimento compacto. Eliminamos el sobrenadante.

Resuspendemos el sedimento con ayuda de una micropipeta en 567ul de buffer TE. Ahadimos
30pl de SDS al 10% y 3ul de proteinasa K (20mg/ml). La mezcla nos da una concentracion. final de
100pg/ml de proteinasa K en 0,5% de SDS. Mezclamos vigorosamente e incubamos 1 hora a 37° C.

Afiadimos 100ul de CINa 5M y mezclamos vigorosamente.

Afiadimos 80ul de solucién CTAB/CINa. Mezclamos e incubamos 10 minutos a 65° C.

114

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



MATERIAL Y METODOS

Afiadimos un volumen (0,7 a 0,8ml) de cloroformo-alcohol isoamilico, mezclamos y
centrifugamos 4 o 5 minutos al maximo.

Recogemos el sobrenadante de consistencia viscosa en un nuevo tubo Eppdendorf y afladimos
un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), mezclamos hasta obtener un aspecto
homogéneo y centrifugamos durante 5 minutos al maximo de revoluciones.

El sobrenadante se transfiere a un nuevo tubo Eppenddorf y afiadimos 0,6ml de isopropanol
para precipitar los acidos nucleicos. Mezclamos por inversion hasta que se observe la formacion de
los filamentos de ADN. Los filamentos de ADN pueden entonces transferirse con ayuda de un asa a
un nuevo tubo Eppendorf conteniendo etanol al 70% o bien centﬁﬁgamos para precipitar el ADN y
posteriormente lavamos con etanol al 70%.

El ADN se resuspende en el etanol y se vuelve a centrifugar. Eliminamos con cuidado el
etanol y dejamos secar.

El ADN se resuspende en 100ul de buffer TE.

Reactivos.—

Buffer TE: Tris—CIH 10mM y EDTA 1mM

SDS al 10%

Proteinasa K (ZOmg/-ml). Conservada en pequeiias alicuotas a -20° C
CINa SM

Clorofbrmo/alcohol isoamilico 24:1

Fenol/Cloroformo/alcohol isoamilico 25:24:1

Isopropanol

Etanol al 70%

Solucién CTAB/CINa: CTAB al 10% en CINa 0,7M
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Preparacion:
Disolvemos 4,1 gramos de CINa en 80ml de agua y afiadimos lentamente 10g de CTAB
* (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) calentando y agitando. Si es necesario se calienta a 65° C hasta

que esté completamente disuelto. Ajustamos el volumen a 100ml.

e Electroforesis de ADN en gel de agarosa.

" Los geles se prepararon disolviendo la agarosa por calentamiento en 70ml de tampén Tris—
acetato (TAE) tanto para las extracciones de ADN gendmico como plasmidico excepto en el protocolo
de extraccion de Eckhardt en el que se utilizé buffer TBE.

La cbncentracién de agarosa empleada fue normalmente del 0,7% aunque en ocasiones se
utiliz6 al 0,6 y 0,5%.
El ADN se observo por tincion del gel con Bromuro de Etidio (0,4-1,0pg/ml) durante 15

minutos y posterior exposicién a la luz ultravioleta con un transiluminador LKB 2011 MACROVUE.

Reactivos.—

TAE: Tris-acetato 40mM y EDTA 1mM. Se prepara concentrado 50 veces (TAE 50x).
Preparaciéh: | |

Disolver los componentes ajustar a pH: 8,0 y esterilizar en autoclave.

TBE: Trizma-base 89mM, EDTA 2,5mM y acido bérico 89mM.

Tampé6n de carga: 0,25% de azul de bromofenol y 40% de s’aéarosa en agua destilada. Se

conserva en pequeiias alicuotas a 4° C.
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RESULTADOS Y DISCUSION

INTRODUCCION.-

Los objetivos basicos de nuestro trabajo son:

Determinar los mecanismos de resistencia a aminoglicosidos en aislados clinicos de
Pseudomonas aeruginosa procedentes de pacientes del Hospital Insular.

En aquellos aislados cuya resistencia esté mediada por la produccion de enzimas
modificadores, caracterizar e identificar que enzima o enzimas estan presentes y determinar si su

codificacidn es cromosomica 0 extracromosomica. -

Comparar sistemas de identificacion fenotipicos con el genotipo obtenido mediante la

hibridacidn con sondas génicas.

Cepas estudiadas.

Se recogieron 155 aislados a los que se les asign6 un numero de identificacion. Las cepas
procedian de muestras clinicas de distinto origen y fueron cedidas por el Servicio de Microbiologia

del Hospital Insular de Las Palmas

El 96,1% de los aislamientos se identificaron mediante API 20 NE, como Pseudomonas
aeruginosa mientras que el 3,8% restante se identificé como Pseudomonas fluorescens.

El origen de los aislamientos se muestra en la grafica 1. El 40% de las cepas se aislaron a

partir de orinas y heridas.

Pruebas adicionales de identificacion.

Los aislados identificados como Pseudomonas fluorescens, se sometieron a pruebas

adicionales de identificacion.
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Observamos la produccién de pigmentos fluorescentes, el crecimiento a 4°Cya42°Cyla
sensibilidad a carbenicilina y kanamicina.

De los aislados, inicialmente identificados como Pseudomonas fluorescens, todos excepto uno
resultaron productores de pigmentos fluorescentes, todos crecian a 42° C y ninguno lo hacia a 4° C.

Todos los aislados resultaron resistentes a kanamicina y carbenicilina.
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ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.

e Antibiogramas y Concentraciones Minimas Inhibitorias.

Los resultados obtenidos en los antibiogramas se presentan en la tabla A.

La amikacina se muestra, de entre los aminoglicésidos utilizados en los antibiogramas, como
el antibiético mas eficaz con un 92,1% de aislamientos sensibles. La sensibilidad obtenida frente a la
sisomicina fue del 90,1% seguida de la tobramicina con un 88,7%, la netilmicina con un 83,4%vyla
gentamicina con un 82,8%.

Unicamente obtuvimos un 2,6% de aislamientos sensibles a la kanamicina, el 11,9% con
sensibilidad intermedia mientras que el 85,4% restante eran resistentes.

Los porcentajes de aislados sensibles, de sensibilidad intermedia y resistentes a

aminoglicésidos y a los restantes antibidticos empleados fueron:

S(%) 1(%) R(%)
An 92.1 33 4.6
Gm 82.8 2.6 14.6
Tm 88.7 2.6 8.5
Net 834 2 14.6
Siso 90.1 0.7 93
K 2.6 11.9 85.4
Atm 81.5 11.5 73
Az 86.8 - 13.2
Ctx 19.2 523 285
Ipm 934 13 5.3
Na 2 8.6 894
Nor 83.2 --- 16.8

Los valores de CMI se muestran en la tabla B.
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Los valores de CMI,s, CMIs, CMI;s y CMIg se muestran en la tabla C.

Las frecuencias y porcentajes obtenidos para cada antibidtico y sus correspondientes valores
de CMI se muestran en las tablas D-1a D-11.

Cuantitativamente, de los aminoglicosidos utilizados en las CMlIs, la tobramicina es el
antibiético mas potente. Como se muestra en la tabla C, la CMly para este antibidtico fue de 8ugr/ml,
mientras que para la amikacina y gentamicina el valor de CMlg obtenido fue de 32pgr/ml. La
netilmicina es el aminoglicosido menos util con un valor de CMIy, de 64pgr/ml.

Existe una excelente correlacién entre los datos obtenidos y el comportamiento “in vitro™
esperado de los aislados de Pseudomonas deruginosa. Ni la kanamicina (Km) ni la estreptomicina
(Sm) tienen actividad frente a P. aeruginosa siendo la Tm mas eficaz que la Gm. La amikacina (An)
es el menos potente de los aminoglicosidos, sin embargo, existen muy pocos enzimas capaces de
modificar a este antibidtico de forma que deja un mayor porcentaje de cepas sensibles
(9,12,62,117,171).

Para continuar con el estudio, seleccionamos, a aquellos aislados que presentasen resistencia a
dos o mas de los aminoglicosidos de uso clinico habitual.

En los antibiogramas observamos basicamente, dos tipos de patrones de resistencia. Por un

lado, cepas con el patron An® Gm® Tm® Net® Siso®, por otro lado cepas An® Gm® Tm® Net® Siso®.

Patrén de resistencias %*
An® Gm® Tm"® Net® Siso® 8,6
An® Gm® Tm® Net® Siso® 6,6
An® Gm® Tm® Net® Siso® 0,6 * Respecto al total de cepas

Correlacionando con los valores de CMI observamos que 13 aislados (8,5%) presentaban
valores de CMI para la Gm, Tm y Net > 128pgr/ml y correspondian al primer fenotipo de resistencia

determinado por antibiograma. Los valores de CMI obtenidos para la An resultaron sin embargo mas
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variables. Asi, 9 aislados (5,9%) presentaban sensibilidad intermedia (CMI=16pgr/ml), 3 aislados
(1,9%) resistentes (CMI=64pgr/ml) y 1 (0,6%) sensible (CMI=8pgr/ml).

Los aislados con el fenotipo An® Gm® Tm® Net" presentaban valores de CMI de resistencia
para la amikacina, la gentamicina y la netilmicina que, en todos los casos, resultaban siempre <
128pgr/ml.

En los valores de CMIs observamos 14 aislados (9,2%) resistentes a la amikacina y a la
gentamicina de los cuales 7 (4,6%) eran ademas sensibles a la tobramicina (CMI<8pgr/ml), 6 (3,9%)
de sensibilidad intermedia (CMI=8ugr/ml) y 1 aislado (0,65%) resistente (CMI=16ugr/ml). En dos
aislados los valores de resistencia obtenidos en las CMIs no correlacionaban con los obtenidos por

antibiograma.
DETECCION DE ENZIMAS MODIFICADORES.
¢ Ensayo radioenzimatico.

La deteccién de la actividad enzimatica para los aislados de interés, se realizd mediante
ensayo radioenzimatico. Inicialmente, utilizamos a modo de screening, unos pocos antibioticos
aminoglicosidos p;ara comprobar si existia actividad modificadora. Dependiendo del tipo de actividad
a detectar, los antibidticos utilizados fueron:

ACETILASAS: Gm, Km, Tm

ADENILASAS: Sm, Spc, Gm, Km, Tm

FOSFORILASAS: Sm, Nm, Km

Lés resultados del screening se muestran en la tabla E.

Se obtuvo actividad acetilasa en el 52,1% de las cepas y actividad fosforilasa en el 100% de

las cepas. No se detectd actividad adenilasa.
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En aquellos aislados en los que se observa actividad enzimatica, se realiza la identificacién
dél enzima o de los enzimas presentes en cada estirpe utilizando una gama mayor de sustratos.

En el caso de las acetilasas fueron: |

ANTIBIOTICOS: GmC,, GmC;,, Gm, Siso, KmA, KmB, Km, Tm, Nm, Bm, Pm, Lm, Rm,
An, Net, 2'-Net, 6"-Net, 5-ep1, Dact.

Y, en el caso de las fosforilasas:

ANTIBIOTICOS: Km, KmA, KmB, Nm, Bm, Lm, Pm, Rm, An, Sm, Gm

No se realizaron perfiles de adenilasas ya que, en ningin aislado se detecto esta actividad.

Los perfiles de sustrato de las éepas con actividad acetilasa se muestran en la tabla F. Los
perfiles de sustrato de las cepas con actividad fosforilasa, se muestran en la tabla G.

Los valores expresados en las tablas corresponden a los centelleos por minuto (cpm) y al
porcentaje relativo de actividad.

Para obtener este porcentaje, se consideran los centelleos obtenidos por un determinado
antibiético menos los centelleos del blanco como valor 100 y la actividad del blanco como valor 0 de
forma que el porcentaje de actividad para un determinado antibidtico se expresa como:

%=(Ay-B/Ax-B)x 100

donde:

B: Actividad del blanco

Ax:. Actividad del aminoglicésido de referencia

Ay: Actividad del aminoglicésido a calcular

En los perfiles de acetilasas se ha considerado como valor de referencia la actividad de la
GmC,,. En los perfiles de fosforilasas se ha considerado como valor de referencia la actividad de la

Nm.
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o Interpretacién de los resultados graficos.

Los screening muestran actividad acetilasa, que se observa claramente en los aislados 4, 18,
34, 40, 62, 68,95, 110, 119y 154 y, de forma mas dudosa, en los aislados 81 y 155.

Realizamos perfiles de acetilasas de los aislados 4, 18, 40, 62, 68, 81, 95, 110, 133, 154 y 155.
Incluimos los aislados 81 y 155 puesto que presentan el mismo perfil de resistencia por antibiogrania
y CMI§ que el resto de las cepas con actividad acetilasa.

Los screening muestran actividad fosforilasa eri todos los aisladoé.

Las graficas 2 a 12, muestran los porcentajes de modificacién obtenidos en los perfiles de
acetilas;as.

La interpretacion de los resultados obtenidos mediante ensayo radioenzimatico es, en el caso
de las acetilasas, complicada.

Como posteriormente se muestra, todos los aislados presentan un unico enzima modificador
con actividad acetilasa, sin embargo, los resultados graficos no representan, como cabria esperar, un
perfil homogéneo.

Existen una serie de pautas a seguir en la interpretacion de los resultados obtenidos. Para ello
se correlaciona el perfil de resistencia obtenido mediante antibiograma con los valores de las CMIs y
con el porcentaje de modificacion obtenido por cada antibidtico (65).

También resulta importante conocer previamente, que enzimas se encuentran de forma
prevalente en los aislados. Asi, en Pseudomonas aeruginosa se ha podido éomprobar en distintos
estudios a nivel mundial, que son tres los mecanismos de resistencia a aminoglicosidos mas
habituales: lés alteraciones en la permeabilidad, la modificacion enzimatica por la acetilasa AAC(6')-
11 y la adenilasa ANT(2")-I (107,116,137,138,139,140,191).

Los mecanismos simples, son los mas frecuentes, encontrandose en el 63% de los

aislamientos. Se esta observando un incremento de mecanismos de resistencia combinados, sin
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embargo, esto no ocurre en mas de un 1% de los aislamientos, siendo la combinacion AAC(6°)-11 +
permeabilidad la mas comun (140).

Examinando el porcentaje de modificacion obtenido en los perfiles, se puede observar que en
todos los aislados estudiados hay un importante porcentaje de modificacion de la tobramicina, de la
sisomicina (aunque menor en los aislados 62, 68 y 133), de la kanamicina B y de la Gentamicina C,,.

Se descartan los enzimas AAC(2") y AAC(3)-1 y 11, porque no modifican ni a la neomicina ni
a la kanamicina.

En los aislados con actividad AAC(3)-1V, tampoco se observa modificacion de la kanamicina.

La acetilasa AAC(3)-1II modifica la Gm, Tm, 5-epi, Siso, Km y Neo. También se observa un
importante porcentaje de modificacion de Pm y Lm pero éarece de actividad frente a Netilmicina.

Los perfiles de las cepas 4, 68, 81, 110, 133 y 155 son los que mejor se corresponde con la
presencia del enzima AAC(6')-11. La AAC(6')-11, modifica preferentemente la GmC,, frente a la
GmC,. Esto se debe a que la Gentamicina C;, posee, en 6, un grupo amino primario al igual que
ocurre con la Gentamicina C; por el contrario, la gentamicina C, posee en esta posicion un grupo
amino secundario y es, por tanto, menos modificada por la accién de la AAC(6')-II

Modifica también la Km que, por lo general, es mejor sustrato que la Gm. La Sisomicina y la
tobramicina son también sustratos para la acetilasa AAC(6°)-II al igual que ocurre con la 5-ep1 y con
la Net, siendo la 2'-Net mejor sustrato que 6’-Net. Ademas, la diferencia entre el porcentaje de
modificacion de 2'-Net y 6 -Net suele ser mas relevante en la actividad de la AAC(6')-I que en la de
la AAC(6')-11.

La An posee también un grupo amino primario en 6, sin embargo, es menos modificada que
el resto de los antibidticos de la familia de las kanamicinas por poseer un voluminoso grupo en 1 que,
presumiblemente por impedimentos estéricos, dificulta la accion de la AAC(6)-11.

En el resto de los perfiles, la identificacién de la clase de acetilasa presente resulta mas
complicado ya que se obtuvo actividad en practicamente todos los antibidticos utilizados pero sin

diferencias importantes entre la actividad de los mas representativos.
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Los enzimas 6'-N-acetiltransferasas poseen un particular interés clinico ya que practicamente,
modifican a todos los antibidticos aminoglicosidos importantes.

Los perfiles de fosforilasas resultan por el contrario mucho mas homogéneos.

En todos los aislados de Pseudomonas aeruginosa se encuentra actividad APH(3) que es la

responsable de la resistencia intrinseca a la kanamicina y neomicina.

Las graficas 13 a 35 muestran los porcentajes de modificacién obtenidos en los perfiles de
fosforilasas.

Puesto que los enzimas APH(3')-1 y APH(3):II poseen el mismo patrén de resistencias por
antibiograma, el criterio mas aceptado para caracterizarlas mediante los ensayos radioenzimaticos, se
basa en los porcentajes de modificacién obtenidos frente a Lm y Bm. Se considera que si se obtiene
un porcentaje de modificacién de la Lm de 5 a 10 veces superior a Bm el enzima presente en el
extracto es APH(3")-1. En caso contrario se trata de APH(3)-1I (3,223).

El enzima APH(3')-I se encuentra ampliamente distribuido en Enterobacterias y se encuentra
ocasionalmente en Pseudomonas. El fenotipo APH(3°)-II, es raro en aislados clinicos, aunque se
encuentra mas comunmente en Pseudomonas que en Enterobacterias (142). El enzima APH(3")-III se
ha caracterizado en Pseudomonas aeruginosa 'y en Campylobacter spp (45).

En todos los perfiles, se observa un importante porcentaje de modificacién de la KmB, Nm y
Lm y, en menor medida, de Pm, Rm y Bm y practicamente, no se detecta actividad modificadora para
An, Sm y Gm. Exceptuando el aislado 110 en todos los demas se comprueba que el porcentaje de
modificacién de la Lm es siempre mayor que el de la Bm pero nunca superior en mas de tres veces al
valor de la Bm. En el aislado 85 no hay modificacion de la Bm.

Cuando los valores son proximos se considera que coexisten ambos enzimas o bien que se
trata del enzima APH(3")-IIl. Sin embargo, Young et al., (206) estudiando diversos géneros mediante
hibridacion, comprobaron que en este tipo de aislamientos, el gen caracterizado resultaba siempre

aph(3')-1.
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Los ensayos radioenzimaticos muestran que en practicamente todos los aislados,
independientemente de otros mecanismos de resistencia, se encuentra actividad APH(3") acorde con
la coexistencia de los enzimas APH(3')-1 y APH(3')-Il o bien APH(3')-11l, aunque se muestra mas
claramente en el aislado 110 en el que los porcentajes de modificacion de Bm y Lm son idénticos
(152,4%). En el aislado 85 los porcentajes de modificacion obtenidos demuestran la presencia del
enzima APH(3')-], pero no de APH(3")-Il. En este caso, se produce modificacion de la Lm, pero no
de la Bm.

Calculamos los valores de CMI de las cepas resistentes a la kanamicina (Km), neomicina
(Nm), paromomicina (Pm), bL'ltirosina (Bm) y lividomicina (Lm). Consideramos como resistentes a
aquellos aislados que presentaban un valor de CMI>64pg/ml para cada uno de estos antibidticos (3).

Correlacionando los perfiles de fosforilasas resultantes con los valores de CMI obtenidos, se
observa que todos los aislados, excepto en el 85, presentaban el fenotipo de resistencia (Km-Nm-Pm-

Lm-Bm)~.
o Deteccién fenotipica de los mecanismos de resistencia.

La caracterizacion de los mecanismos de resistencia (permeabilidad, diferentes enzimas
modificadores) se llevé a cabo también mediante la deteccion fenotipica haciendo uso Ele 12 discos de
antibiéticos aminoglicdsidos cargados de tal forma, que se compensan las diferencias individuales en
la susceptibilidad de un determinado aislado frente a cada antibidtico y solo se observara variacion en
los diametros obtenidos, si se encuentra algunos de los mecanismos de resistencia mas habitualmente
caracterizados.

Mediante su utilizacion puede determinarse, en bacilos gram-negativos, las acetilasas:
AAC2')-1, AAC(6)-1, AAC(6)-1I, AAC(3)-1, AAC(3)-1I, AAC(3)-111, AAC(3)-1V, AAC(3)-Vl y
otros fenotipos de dudosa clasificacion considerados como AAC(3)-7; las adenilasas ANT(2”)-1, (la

mas frecuente en Pseudomonas), y ANT(4°)-11, y la fosforilasa APH(3')-VL.
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Los diametros obtenidos se muestran en la tabla H.

Siguiendo el orden secuencial descrito en material y métodos, podemos diferenciar tres tipos
de aislados:

En las cepas 62, 68, 81 y 133, no se observan cambios en la susceptibilidad de la Apra/Astm
pero si, en la 2'-Net y no cambia la 6"-Net por lo tanto, el mecanismo de resistencia propuesto se
debe a la acetilasa AAC(6°)-1 o AAC(6')-1I o las combinaciones de AAC(6")-1 con ANT(2™)-I o con
AAC(3)-L. Para diferenciar si se trata de AAC(6')-1 o AAC(6')-11, se utiliza como criterio el hecho de
que mientras que AAC(6-)-1 modifica la An pero no la GmC,, la AAC(6')-11 modifica la Gm pero no
la An. En la tabla H puede observarse claramente, que no se producen cambios en la susceptibilidad
de la An pero si en la Gm por lo tanto el mecanismo de resistencia propuesto es AAC(6)-11.

Considerando los 12 discos la diferenciacion seria:

Mecanismo Apra Astm 6-Net 2-Net Gm Tm An Ise Net 5«pi K Ne
AAC(6)1 - - + - (+-) + + (#-) + + + _
AAC(6)-1I - - + - + + - - + + + -

Los aislados 4, 18, 40, 95 y 110, muestran el mismo perfil anterior pero los diametros
obtenidos son algo menores para An, Ise, 6'-Net, Astmy Apra, lo que indica que, en estos aislados el
mecanismo de resistencia es la combinacion AAC(6°)-II mas una significativa disminucién de la
permeabilidad.

En los aislados 20, 25, 35, 64, 69 y 83 no pudo detectarse ningun enzima modificador. El
fenotipo que se obtiene, muestra una disminucién general de los diametros en todos los antibidticos
utilizados lo que es caracteristico de la resistencia por impermeabilidad de la membrana externa.

Aunque en todos los aislados se observan cambios en la susceptibilidad de la Km y Neo, en
ningiin caso pueden atribuirse a la presencia de la fosforilasa APH(3)-VI que es la unica que puede

distinguirse por su fenotipo mediante los discos.
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GENOTIPO DE LA RESISTENCIA.

Mediante la hibridacién con sondas especificas puede determinarse que gen o genes son los
responsables de un determinado fenotipo de resistencia. No obstante, la presencia del gen es
condicidon necesaria pero no suficiente para que se exprese la resistencia. En ocasiones, puede
determinarse la presencia del gen y observarse in vitro modificacién enzimatica, mediante ensayo
radioenzimatico, sin que in vivo se alcance a obtener un fenotipo de resistencia detectable por
antibiograma,

Utilizamos 16 sondas génicas que reconocen especificamente genes de resistencia que
codifican enzimas modificadores de aminoglicésidos y una sonda frente a ARNr que permite
determinar si el proceso de fijacion y desnaturalizacion ha sido correcto.

Las sondas utilizadas reconocen los genes de las acetilasas:

aac(3)-Ia, aac(3)-Ib, aac(3)-Va, aac(2')-Ia, aac(6°)-Ib, aac(6’)Ic, aac(6')-If, aac(6)-In y
aac(6")-1Ib.

De las adenilasas:

ant(2”)-a y ant(4)-1.

Y de las fosforilasas:

aph(3")-1, aph(3")-I1, aph(3")-1Il y aph(3)-VI, asi como del enzima bifuncional aph(2”)+6".

Los resultados obtenidos en los estudios de hibridacién se muestran en la Tabla L.

Los tnicos resultados positivos se obtienen para los aislados 4, 18, 40, 62, 68, 81, 95, 110,
154 y 155, con el uso de las sondas aac(6°)-Ib y aac(6)-1Ib.

Correlacionando el fenotipo obtenido anteriormente, tanto mediante ensayo radioenzimatico
como con el uso de los discos, se puede entonces determinar que el gen responsable de la actividad
acetilasa es, probablemente, aac(6°)-1la.

Para ello nos basamos en que se observa que la hibridacion fue claramente positiva con la

sonda aac(6')-Ib pero débilmente con la sonda aac(6')-1Ib. Como se ha comentado anteriormente a
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pesar de que poseen distintos patrones de resistencia, entre los genes aac(6')-Ib y aac(6')-Ila, existe
un porcentaje de homologia entre sus secuencias de un 74%. Las proteinas soﬂ similares en un 82% y
por tanto los aislados que expresan uno u otro fenctipo, cohibridan con cada una de las sondas. De
hecho, normalmente se utiliza la sonda aac(6°)-Ib para detectar el gen aac(6°)-1la. Por el contrario, la
sonda aac(6°)-1Ib no hibrida con el gen aac(6°)-Ib y solo lo hace débilmente con el gen aac(6')-1Ila. El
gen aac(6’)-Ila se encuentra en mas del 92% de las cepas que expresan actividad AAC(6°)-11
(141,187).

No se obtuvo ningin resultado positivo con las distintas sondas de fosforilasas utilizadas, a
pesar de haberse obtenido actividad.en todos los aislados. Este hecho no resulta sorprendente si se
considera que, en Pseudomonas aeruginosa, es frecuente detectar actividad fosforilasa tanto APH(3")-
I como APH(3')-II mediante ensayo radioenzimatico, sin que se obtengan resultados de hibridacion
positivos.

Young et al. (3,223) encontraron que, en aproximadamente la mitad de las cepas en las que se
habia detectado actividad APH(3"), no se producia hibridacion frente a sondas APH(3")-1 y APH(3")-
I1. Alvarez y Mendoza (3) determinaron en distintos géneros, que no se producia hibridacion en un
14,67% de los aislamientos. El porcentaje en el caso de Pseudomonas unicamente, se elevaba al
57,1% de los aislamientos. Estos autores plantean que probablemente existan otros genes APH(3)

En este sentido se ha de considerar, que de los tres genes caracterizados que codifican para la
fosforilasa APH(3')-1, denominados aph(3)-Ia, aph(3°)-Ib y aph(3')-Ic, el gen aph(3°)-la clonado del
transposon 7n903 hibrida con aquellos aislados que poseen el gen aph(3°)-Ic, pero no lo hace con los
que presentan el gen aph(3°)-Ib, con el que posee unicamente, un 60% de homologia en su secuencia
(189).

Por otro lado, también se han caracterizado nuevos genes que codifican para la fosforilasa
APH(3')-11. El gen aph(3)-11a fue clonado del transposon 7n5 y el gen aph(3°)-IIb del cromosoma de
la cepa de Pseudomonas aeruginosa 005 (62,208). La homologia en la secuencia entre ambos genes

es de unicamente un 56,8%. Hichler et al., plantean la hipétesis de que este gen aph(3)-1lb se
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encuentre distribuido universalmente en Pseudomonas aeruginosa, donde constituiria un gen
metabolico normal pero cuya desregulacién llevaria a expresar el fenotipo APH(3 )-II. La presencia
del gen contribuiria a explicar, al menos en parte, la resistencia uniforme de los aislados de

Pseudomonas aeruginosa a la Km.

SEROTIPADO.

El serotipado de las 23 cepas multirresistentes mostrd que el serotipo O:11 es el mas
frecuente, encontrandose en 15 (65.2%) de los aislamientos. En 4 (17.4%) cepas el serotipo asignado
fue O:6. |

E! serotipo 0:11 predominé en los aislados resistentes por modificacion enzimatica mientras
que el O:6 en las cepas resistentes por impermeabiliciad de membrana.

La cepa 4 aglutind con los sueros O:1 y 0:13, las cepas 20 y 83 resultaron no aglutinables
mientras que, la cepa 85 aglutiné con todos los sueros.

La mayoria de los aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa pertenecen a los
serotipos 0:1, 0:10, 0:11, 0:6 y O:12 (144,178,199).

Especiélmente importante resulta el serotipo 0:12 puesto que se asocia con un fenotipo de
multiresistencia. En los brotes epidémicos son los serotipos 0:11 y 0:12 los mas frecuentes.

La asociacion entre el serotipo 0:11 y la produccién de enzimas modificadores ha sido puesta
de manifiesto por otros autores. Kettner, ‘M. et al. estudiando 16 aislamientos de serotipo O:11
comprobaron, que 13 aislados producian los enzimas AAC(6°)-1, APH(2”) y APH(3)-VI, 4 de estas
cepas producian ademas las acetilasas AAC(3)-IL Solamente 3 aislados no producian enzimas

modificadores (107,202).
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RESULTADOS Y DISCUSION

TRANSFERENCIA DE INFORMACION GENETICA.

o Extraccion de ADN. plasmidico.

No se obtuvo ADN plasmidico en ningin de los aislamientos poseedores del enzima
AAC(6')-1L ni en la mayoria de las estirpes resistentes por impermeabilidad.

Sin embargo si se obtuvo ADN plasmidico, cuando las extracciones se realizaban afiadiendo
An o Gm en el medio, con ¢l aislado 20 resistente por impermeabilidad de la membrana externa.

En Pseudomonas aeruginosa, se han descrito plasmidos de resistencia a estreptomicina y
kanamicina, no asociados con la produccién de enzimas modificadores. En este sentido, se sefiala
también, que se han caracterizado algunos plasmidos de aislados de Pseudomonas aeruginosa
aparéntemeqte no productores de enzimas modificadores que sin embargo, sintetizaban el enzima
AA(6°) a un nivel muy bajo, pero suficiente para producir resistencia (29,53).

Bryan et el., caracterizaron un plasmido de un aislado de Pseudomonas.aeruginosa que
producia resistencia a gentamicina y, a bajo nivel, a otros antibidticos aminoglicosidos sin que se
detectase produccién de enzimas modificadores. Aunque no se pudo determinar el mecanismo
responsable de la resistencia mediada por el plasmido, la combinacién de un gen cromosoémico y otro

plasmidico producia resistencia a alto nivel a la gentamicina (12).

o Conjugacién, movilizacién y transformacién.

Los experimentos se realizaron utilizando dos cepas auxotroficas de la linea PAO, PAO-38 y
PAO 2535 (3), de forma que los transconjugantes se detectarian verificando su resistencia y
comprobando la auxotrofia.

En ninguno de los aislados con actividad AAC(6°)-I1 pudo detectarse transferencia de la
resistencia.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Comprobamos la posibilidad de una codificacion plasmidica en plasmidos no conjugativos,
mediante experimentos de movilizacion, haciendo uso de los plasmidos movilizadores R2 y RP4. No
se obtuvieron transconjugantes.

Tampoco fue posible curar ninguna de las caracteristicas de la resistencia utilizando diversos
agentes curantes (SDS, naranja de acridina y bromuro de etidio) solos y en combinacion con distintas
temperaturas.

En los aislados resistentes por imperméabilidad los experimentos de conjugacion se realizaron
empleando concentraciones de aminoglicésidos menores que en las cepas con actividad AAC(6°)-11.
A las concentraciones utilizadas se obtuvieron tres tipos de colonias, sin embargo, la mayoria de las
colonias obtenidas resultaron prototroficas y por tanto crecian tanto en medio minimo como en
medios suplementados.

Estos tres tipos de colonias obedecian a fenomenos distintos pero bien caracterizados en
Pseudomonas.

En primer lugar, colonias- que presentaban resistencia estable, a todos los aminoglicosidos
utilizados y que resultaron mutantes de resistencia del donador a la rifampicina. La rifampicina se
utilizé como antibidtico contraselectivo en los experimentos de conjugacion. Se ha demostrado que la
rifampicina produce un aumento sinérgico del efecto postantibidtico (PAE) inducido en Pseudomonas
aeruginosa por la tobramicina (58,173).

En segundo lugar, colonias auxotroficas que presentaban resistencia a todos los antibiodticos
aminoglicésidos utilizados, pero cuya resistencia resulto inestable perdiéndose tras cinco pases por
medio libre de antibidtico. Este tipo de resistencia inestable obedece a un fenémeno de reciente
caracterizacion en Pseudomonas aeruginosa denominado resistencia adaptativa y es debido a una
desregulacion de la etapa EDP-II del mecanismo de entrada de aminoglicosidos.

En tercer lugar, colonias auxotroficas de resistencia estable pero sin codificacion plasmidica

que correspondian a mutantes de resistencia del receptor.
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Electroforesis de la extraccién de ADN plasmidico de las cepas seiialadas.
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Calles 10 y 11: Transconjugantes PAO 2635(3) de la cepa 20
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ninguno de los aislamientos presentd actividad acetilasa mediante screening y tampoco se
detectaron genes de resistencia mediante sondas, en los aislados auxotroficos de resistencia estable.

Unicamente con el aislado 20 y utilizando el receptor PAO 2535, se obtuvieron
transconjugantes en los que se pudo recuperar ADN plasmidico.

La codificaciéon plasmidica de enzimas modificadores es habitual, sin embargo, el aislamiento
de plésrﬁidos que confieran caracteristicas de resistencia lpor impermeabilidad es muy poco frecuente

(29,30,43,53,129).

GENOTIPO VERSUS FENOTIPO EN . LA DETERMINACION DE LA

RESISTENCIA.

De los datos obtenidos tanto mediante deteccion fenotipica como mediante el uso de sondas
pueden determinarse que existen al menos tres tipos de mecanismos de resistencia:

Cepas resistentes por modificacion enzimatica que poseen el enzima AAC(6°)-II y las
fosforilasas APH(3 -1y APH(3")-1I o bien APH(3")-11I (20%). - |

Cepas resiﬁentes que combinan el poseer actividad modificadora mediante el enzima
AAC(6°)-I con una permeabilidad reducida al acceso del antibictico al inteﬁér celular y las
fosforilasas APH(3')-1 y APH(3)-11 0o APH(3")-I1I (35%). |

Cepas en las que no se detecta actividad modificadora por acetilasas o adenilasas que den
cuenta de la resistencia frente a la mayoria de los antibidticos de uso clinico habitual y que presentan
por tanto una disminucion de la permeabilidad como mecanismo de resistencia. Estos aislados poseen
también las fosforilasas APH(3')-1 y APH(3')-II o APH(3')-II, exceptuando el aislado 85 que
unicamente posee la fdsforilasa APH(3)-1 (45%).

La comprobacion de la actividad acetilasa mediante el método radioenzimatico es eficaz en
los screening pero de dificil interpretécién en los perfiles y por tanto, dificulta mucho la tipificacion

del enzima. Sin embargo, tanto mediante el uso del Kit de identificacion como mediante sondas se
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RESULTADOS Y DISCUSION

comprueba facilmente la buena correlacion existente entre el fenotipo observado y el genotipo
obtenido. La combinacion AAC(6°)-1I asociada a una disminucién de la permeabilidad, unicamente
puede detectarse mediante la utilizacion del Kit de identificacion.

Por el contrario, la identificacion de actividad fosforilasa y la tipificacion del enzima APH(3")
resulta mas adecuada mediante ensayo radioenzimatico que mediante el kit de identificacion. Las
sondas aph(3°)-1, aph(3")-I1, aph(3°)-III utilizadas no permite detectar el o los genes responsables del
fenotipo de resistencia. Como anteriormente se ha expuesto, esto probablemente se deba a la

existencia de mas de un gen para cada enzima (tabla J):
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Tabla A. Resultados de los antibiogramas.

Ipm Atm Nor Ctx Az

Siso

Na

Identif. An Gm Tm Net

Cepa

P. aerug S

P. aerug S

. P.aerug S

P. fluor.* S

4

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun @

P. aerug S

P. aerug S

10
1
12
13
4
15
16
17
18
19
20
21

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug R

P. aerug S

P. fluor.* S

22
23
24

P. aerug S

P. aerug S

* Identificacion inicial



Tabla A. Resultados de los antibiogramas (continuacion)

Ipm Atm Nor Ctx Az

Siso

Na

Tm Net

Identif. An Gm

Cepa
25

P. aerug R

P. aerug S

26
27

P. aerug S

P. aerug S

28
29

P. aerug S

P. aerug S

30

P. aerug S

31

£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun @

P. aerug S

32

P. aerug S

33

P. aerug 1 I

34
35
36

P. aerug R

P. aerug S

P. aerug S

37

P. aerug S

38

P. aerug S

39

P. aerug S

40

P. aerug S

41

P. aerug S

42

P. aerug S

44

P. aerug S

45
46

P. aerug S

P. aerug S

47

P. aerug S

48




Tabla A, Resultados de los antibiogramas (continuacion)

Ctx Az

Ipm Atm Nor

Siso

Na

Tm Net

Identif. An Gm

Cepa
49

P. aerug S

P. aerug S

50

P. aerug S

51

P. aerug S

52
33
54

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

55
56
57

£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun @

P. aerug S

P. aerug S

58
59
60

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

S

P. fluor* §

61

P. aerug S

62

P. aerug S

63
64

P. aerug R

P. aerug S

65

P. aerug S

66
67

P. aerug S

P. aerug S

68

P. aerug R

69

P. aerug S

70
71

P. aerug S




Tabla A. Resultados de los antibiogramas (continuacién)

Az

Nor

Ipm Atm

Siso

Na

Tm Net

Identif. An Gm

Cepa
72
73
74
75
76
77
78
79
80

P. aerug S

P.aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun @

P. aerug S

P. aerug S

P. fluor.* S

81

P. aerug S

82
83

P. fluor.* R

P. aerug S

84
85
86
87

R

P. fluor.* R

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

88
89

P. aerug S

P. aerug S

90

P. aerug S

91

S

P. aerug S

92
93
94

P. aerug S

P. aerug S




Tabla A. Resultados de los antibiogramas (continuacién)

Ipm Atm Nor Ctx Az

Siso

Na

Identif. An Gm

Cepu
95
96
97

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

98

P. aerug S

99

P. aerug S

100
101

S

P. aerug S

P. aerug S

102
103
104
105

£002 ‘[eHBiq B23j011dIg “eUEUED UBID 3P Sewled SET 3p PEPISISAUN ©

P. gerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

106
107
108
109
110
111

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

112
. 113

P. aerug S

P. aerug S

114

P. aerug S

115

P. aerug S

116




Tabla A. Resultados de los antibiogramas (continuacion)

Az

Ipm Atm Nor

Siso

Na

Tm Net

Identif. An Gm

Cepa
117

P. aerug S

P. aeiug S

118

P. aerug 1

119

P. aerug S

120
121
122
123

P. aerug S

P. aerug S

P. aerug S

£00Z ‘[eNbiq edsjoljqig "BUEUED UBID 8P Seuwled SeT 9p PepIsIeAlun @

P. aerug S

124

P. aerug S

125

P. aerug S

126

P. aerug S

127

P. aerug S

128

P. aerug S

129
131

P. aerug S

P. aerug S

133

P. aerug S

134

P. aerug S

135

P. aerug S

136

P. aerug S

137

P. aerug S

138

P. aerug S

139

P. aerug 1

140
141

P. aerug 1




Tabla A. Resultados de los antibiogramas (continuacion)

Cepa Identif. An Gm Tm Net K Na Siso Ipm Atm Nor Ctx Az
142 P. aerug § S S ) R R S S S S I S
143 P. aerug S S S S R R S S S S I S
144 P.aerug S S 3 S I R S s s S I S
145 P. aerug S S S S R R S S S S I S
146 P aerug S S s s R I s s s S I S
147 Poaerug S S S S I I S S S S S S
148 P. aerug S S S S I R S S S S S S
149 P, aerug S S S S R R S S S S S S
150 P, aerug S S S S R R S S S S I S
152 P. aerug S S S S R I S S S S I S
153 P. aerug 1 I S S R R S S I R I S
154 P, aerug S R R R R R R I S R I S
155 P. aerug S R R R R R R R S R I R
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Tabla B. CMIs

Cepa Identif. An Gm Tm Net Mz Ipm Tic Atm Pip Cip Nor
1 P. aerug 16 8 1 8 64 2 64 16 16 1 8

2 P. aerug 8 4 05 4 32 4 16 2 8 2 16
3 P. aerug 8 4 05 4 16 1 4 1 16 2 16
4 P. fluorescens 32 >128 >128 >128 >128 2  >128 2 128 2 0,25
5 P. aerug 1 05 025 025 16 8 >128 16 4 0,06 025
6 P. aerug 1 1 025 025 16 8 >128 64 4 1 8

7 P aerug 4 2 0252 4 2 16 2 1 0251

8 P. aerug 16 8 1 16 64 4 64 64 64 16 64
9 P. aerug 8 2 05 8 64 4 64 8 32 0251
10 P. aerug 16 8 1 16 64 2 128 8 8 0,5 2

11 P. aerug 8 4 1 4 64 2 128 8 64 1 2
12 P aerug 4 2 05 2 32 2 32 8 16 012 1
13 P. aerug 16 8 2 16 >128 2 64 8 64 05 2
14  P. aerug 4 2 0,5 2 64 2 64 4 8 0,12 0,5
15 P aerug 16 8 2 8 64 4 64 8 38 5 1
16 P aerug 8 2 05 4 32 2 64 8 8 025 2
17 P aerug 1 1 0,25 0,25 32 8 >128 16 4 0,06 0,25
18 P aerug 16 >128 >128 >128 64 8 >128 16 64 16 64
19 P aerug 4 2 0,5 4 64 8 >128 16 32 025 1
20 P aerug 64 32 8 8 64 4 64 8 32 64 >128
21 P. aerug 16 8 1 16 64 4 64 8 32 05 2
22 Pfluorescens 4 2 05 2 32 2 32 8 16 1 4
23 P aerug 8 2 1 4 64 4 64 8 32 05 2
24 P aerug 8 4 1 16 64 2 64 4 64 8 8
25 P aerug 64 32 4 64 >128 1 128 16 64 05 2
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Tabla B. CMIs (continuacién)

Cepa Identi. An Gm Tm Net Mz Ipm Tic Amm Pip Cip Nor
26 P.aerug 4 2 05 8 32 8 64 8 32 0,12 05
27 P.aerug 8 4 1 8 >128 4 1280 132 64 05 2
29 P.aerug 16 8 1 16 64 2 128 8 64 05 2
28 Poaerug 8 2 05 4 64 2 64 8 16 0,12 1
30 P.aerug 8 2 05 4 >128 4 32 4 32 0251
31 P.aerug 16 8 1 16 64 2 64 16 32 05 2
32 P.aerug 16 8 1 16 32 2 32 8 16 05 2
33  P.aerug 32 >128 >128 >128 >128 1 >128 32 64 0,5 2
34 P.aerug 16 8 1 16 64 2 32 16 8 025 1
35 P.aerug 32 32 8 64 >128 2 128 32 32 05 2
36 Paerug 8 4 1 4 64 2 32 8 8 05 05
37 P.aerug 8 4 2 4 64 2 64 32 32 4 32
38 Poaerug8 2 2 32 16 2 8 32 8 2 16
39 Paerug 8 4 05 8 64 2 64 8 8 025 1
40  P.agerug 16 >128 >128 >128 >128 2 >128 8 >128 16 64
41  P.aerug 16 8 2 32 64 2 32 8 16 16 64
42  P.agerug 16 8 1 16 64 -2 32 8 16 16 64
44  P.aerug 16 16 2 32 >128 2 >128 64 ‘>128 1 4
45 P aerug 16 4 2 4 64 1 32 64 32 16 128
46  P. aerug 16 4 2 8 64 2 >128 64 >128 16 128
47 P.aerug 8 4 0,5 4 128 2 64 64 32 16 128
48 P.aerug 16 8 2 16 >128 2 >128 64 >128 4 32
49 Poaerug 16 8 1 16 64 2 64 16 8 16 64
50 P.aerug 16 8 1 i6 64 2 32 16 8 16 64
51 Poaerug 16 8 1 16 64 2 64 8 16 16 64
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Tabla B. CMIs (continuacion)

Cepa Identif. An Gm Tm Net Mz Ipm Tic Atm Pip Cip Nor
52 P.aerug 16 8 1 16 64 2 64 8 16 16 64
53 P aerug 8 4 1 4 >1282 >128 32 3R 05 2
54 P aerug 8 4 1 8 >128 2 >128 16 32 05 2
55 P aerug 8 4 1 8 32 2 32 8 8 05 1
56  P.aerug 16 8 1 16 64 2 32 8 16 16 64
57 Paerug 8 8 1 8 64 2 64 16 16 2 2
58 P aerug 4 1 0,25 2 64 4 32 16 16 0251
59 P oaerug 16 8 1 16 32 8 32 16 8 0,5 2
60  P.aerug 16 8 1 16 64 8 64 16 16 05 1
61 P fluorescens 2 05 05 1 ND ND ND ND ND ND ND
62 P aerug 16 >128 128 >128 >128 2 >128 16 >I128 16 64
63  P.aerug 16 8 025 16 32 2 32 >128 16 05 2
64 P aerug 64 32 8 64 128 2 64 4 16 2 8
65 P aerug 4 1 025 2 ND ND ND ND ND ND ND
66  P.aerug 8 4 1 4 32 2 32 8 8 0251
67  P.aerug 8 2 0,5 2 >28 2 64 8 8 02505
68 P aerug 8 128 128 128 >128 2 >I28 16 >128 64 128
69 P aerug 64 32 8 64 64 2 128 16 16 1 4
70 P.aerug 16 4 1 8 32 2 32 8 8 025 0725
71  P. maltophilia 8 38 2 2 >128 >128 >128 >128 >128 8 32
72 P.aerug 16 8 1 16 32 4 6 8 8 0,25 1
73 P.aerug 4 4 1 2 64 2 64 16 32 05 1
74  P.aerug 8 4 05 2 64 2 16 4 8 006 05
75 P aerug 8 2 05 2 32 2 16 2 8 0,06 0,12
76 P.aerug 8 4 05 4 >128 2 >128 64 >128 025 1
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Tabla B. CMIs (continuacién)

Cepa Identif. An Gm Tm Net Mz Ipm Tic Atm Pip Cip Nor
77  P.aerug 16 8 1 16 >1282 32 8 32 05 2
78  P.aerug 8 2 05 4 32 2 32 16 8 0,12 1
79  P.aerug 16 16 2 16 128 2 32 8 32 05 2
80 P aerug 4 4 05 2 ND ND ND ND ND ND ND
81 P fluorescens 16 >128 >128 >128 >128 2 >128 32 >128 2 8
82 A P. aerug 8 2 05 4 128 2 64 32 8 0,25 2
83  P. fluorescens 32 16 16 64 >128 16 128 64 32 1 4
84  P.aerug 4 2 05 2 128 2 128 8 8 025 05
85  P.aerug 64 32 4 64 64 2 32 8 16 0,25 1
86  P.aerug 16 4 1 8 128 2 128 16 8 0,25 0,5
87 P aerug 16 8 2 ‘16 64 2 128 32 16 05 2
88 P aerug 8 2 05 2 32 32 64 16 16 05 2
89  P.aerug 4 2 05 2 16 4 32 32 8 0,25 1
90 P aerug 4 2 0,5 2 32 4 32 8 8 0,25 1
91  P.aerug 8 4 05 2 1286 4 64 32 32 0251
92 P. aerug 4 2 0,5 2 >128 2 >128 128 >128 0,25 1
93  P.aerug 8 4 05 2 128 4 128 32 32 0251
94  P.aerug 8 2 05 2 32 32 64 16 16 05 2
95  P.aerug 16 >128 >128 >128 >128 2  >128 16 >128 64 128
96  P.aerug 8 4 1 4 64 32 32 8 8 1 8
97 P aerug 16 4 1 8 32 2 64 8 16 0,25 0,5
98 P. aerug 8 4 2 8 32 2 64 16 8 0,25 1
99 P aerug 8 4 1 8 128 8 64 16 8 0,25 0,5
100 P. aerug 38 4 1 8 64 4 64 8 16 0,12 05
101 P. aerug 16 8 2 8 64 8 64 16 32 1 8
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Tabla B. CMISs (continuacion)

Cepa Ildentift An Gm Tm Net Mz Ipm Tic Atm Pip Cip Nor
102 P aerug 16 8 2 16 >128 4 128 64 32 05 2
103 P.aerug 8 4 1 8 64 4 32 8 16 025 05
104 P.aerug 16 8 2 8 128 4 128 64 32 05 2
105 P.aerug 16 8 1 8 128 64 32 16 32 0251
106 P.aerug 8 4 1 4 1286 4 64 8 16 0,12 0,5
107 P.aerug 8 4 1 8 128 4 12832 32 05 2
108 P.aerug 8 8 1 16 128 4 128 64 32 05 2
109 P.aerug 8 2 05 2 32 8 32 8 16 0,12 05
110  P.aerug 16 >128 >128 >128 >128 32 >128 8 >128 16 64
111 P.aerug 8 8 1 8 >128 8 32 8 8 025 1
112 P aerug 32 16 2 16 >128 8 >128 128 >128 32 128
113 P.aerug 4 2 05 2 64 8 64 64 32 1 4
114 P.aerug ND ND ND ND 64 4 64 64 32 05 1
115 P aerug 16 8 1 16 >128 8 >128 64 32 4 16
116 P.aerug 16 4 1 4 64 8 32 8 16 0,12 0,5
118 P.aerug 4 4 1 4 32 8 64 8 16 0,12 0,5
119 P.aerug 32 16 4 64 >128 8 >128 32 32 8 64
120 P.aerug2 05 0,12 05 16 8 16 2 8 1 4
121 P aerug 8 1 05 2 64 . 8 64 32 16 1 4
122 P.aerug 8 4 4 4 >128 8 32 8 32 0,12 0,5
123 P.aerug 2 2 0,25 2 128 8 8 2 16 05 2
124 P.aerug 16 >128 >128 >128 >128 4  >128 16 >128 16 64
125 P.aerug 4 2 2 05 64 4 32 8 16 0,12 1
126 P.aerug 16 4 1 8 >128 8 64 16 64 025 1
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Tabla B. CMISs (continuacién)

Cepa Identif. An Gm Tm Net Mz Ipm Tic Atm Pip Cip Nor
127 P.aerug 8 2 0,5 2 32 8 32 8 8 025 05
128 P. aerug 16 8 1 8 32 2 32 8- 8 2 8
129 P.aerug 4 1 1 1 64 8 64 >128 8 1 16
130 P.gerug 8 4 1 4 64 16 64 16 16 025 05
131 P.aerug 8 4 1 4 64 4 64 8 16 0,25 0,5
132 P aerug 4 2 0,5 2 32 4 32 4 8 012 05
133 P.agerug 16 >128 >128 >128 128 8 128 8 32 8 32
134 P.agerug 4 2 1 2 128 64 64 16 64 05 1
135 P.aerug 8 2 1 2 64 8 32 8 8 0,12 05
136 P.aerug 4 4 1 4 ND ND ND ND ND ND ND
137 P.aerug 8 4 1 4 128 8 64 16 16 0,12 0,5
138 P.aerug 4 4 1 2 128 8 64 32 16 05 2
139 P.oaerug 8 2 05 4 128 8 64 16 32 0,12 1
140 P.aerug 64 32 8 64 128 8 64 32 16 05 2
141 P.aerug 32 32 4 64 >128 16 64 16 32 2 8
142  P. aerug 32 16 2 32 32 ND 32 8 8 05 2
143 P aerug 16 8 2 8 128 8 32 16 16 0,12 0,5
145 P. aerug 32 8 1 16 64 16 16 8 8 1 1
146 P.aerug 8 4 1 4 128 8 128 32 32 2 0,5
148 P.aerug 8 2 1 4 128 8 128 32 32 2 8
149 P.aerug 16 8 2 32 128 8 64 16 32 05 2
150 P.aerug 8 4 1 4 64 8 32 32 8 4 8
153 P aérug 64 64 8 64 >128 16 128 64 32 8 32
154 P aerug 16 >128 >128 >128 >128 64 128 16 64 32 64
155 P.aerug 32 >128 >128 >128 >128 64 128 >128 64 32 64
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Tabla C. Estaditica de valores CMIs ’ Tabla D-1. Frecuencias AN

PERCENTILES Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum
Vilidos 1 3 2 2

CMIs CMI5, CMI;s CMly, 2 3 2 | 39

An | 8 8 16 32 4 23 15.1 19.1

Gm | 2 4 8 32 8 54 35.5 54.6

Tm | 05 1 2 8 16 51 336 88.2

Net | 4 8 16 64 32 10 6.6 94.7

Atm 8 16 32 64 64 7 4.6 99.3

cp |l 025 o5 2 16 128 1 7 100

Ipm 2 4 8 8

e | o o 8 128 Total 152 100

Nor 1 2 8 64

Pip | 8 16 32 >128

Tic | 32 64 128  >128
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Tabla D-2. Frecuencias GM

Tabla D-3. Frecuencias TM

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum. Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum.
Vilidos 1 9 5.9 59 Vilidos 0.12 1 0.7 0.7
2 33 217 27.6 0.25 8 53 59
4 44 289 56.6 0.5 37 243 30.3
8 38 25.0 81.6 1 59 38.8 69.1
16 6 3.9 85.5 2 21 13.8 82.9
32 8 53 90.8 4 5 33 86.2
64 1 0.7 914 8 6 39 90.1
128 1 0.7 92.1 16 1 0.7 90.8
>]28 12 7.9 100 64 1 0.7 91.4
Total 152 100 128 2 1.3 92.8
>128 11 7.2 100
Total 152 100
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Tabla D-4. Frecuencias NET

Tabla D-5. Frecuencias ATM

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum. Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum.

Vilidos 0.25 3 2.0 2.0 Vilid. 1 1 0.7 0.74

0.5 2 13 33 2 6 4.0 4.7

1 2 1.3 4.6 4 6 4.0 8.7

2 30 19.9 245 8 54 36.2 45.0

4 32 21.2 45.7 16 38 25.5 70.5

8 26 17.2 62.9 32 21 14.1 84.6

16 28 18.5 81.5 64 16 10.7 95.3

32 5 33 84.8 128 2 1.3 96.6

64 10 6.6 914 >128 5 34 100.0

128 1 0.7 92.1 Total 149 100.0

>]128 12 7.9 100.0

Total 151 100.0

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Tabla D-6. Frecuencias CIP

Tabla D-7. Frecuencias IPM

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum. Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum.

Vilidos 0.06 4 2.7 2.7 Vilidos 0.5 1 0.7 0.7

0.12 17 114 . 14.1 1 4 27 34

0.25 34 22.8 36.9 2 63 429 46.3

0.5 36 242 61.1 4 27 18.4 64.6

1 15 10.1 71.1 8 39 26.5 91.2

2 11 7.4 78.5 16 5 34 94.6

4 5 34 81.9 32 4 2.7 97.3

8 5 34 85.2 64 4 27 100.0

16 16 10.7 96.0 Total 147 100.0

32 3 2.0 98.0

64 3 2.0 100.0

Total 149 100.0
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Tabla D-8

. Frecuencias MZ

Tabla D-9. Frecuencias NOR

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum. Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum.
Vilidos 4 1 0.7 0.7 Vilidos 0.12 i 0.7 0.7

16 6 4.0 47 0.25 4 2.7 34

32 27 18.1 22.8 0.5 24 16.2 19.6

64 53 35.6 58.4 1 35 23.6 43.2

128 26 17.4 75.8 2 33 223 65.5

>128 36 24.2 100.0 4 7 4.7 70.3

Total 149 100.0 | 8 i1 74 77.7
16 6 4.1 81.8
32 5 34 85.1
64 16 10.8 95.9
128 6 4.1 100.0
Total 148 100.0
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Tabla D-10. Frecuencias PIP

‘Tabla D-11. Frecuencias TIC

Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum. Frecuencia Porcentaje Porcentaje Acum.

Vilidos 1 1 0.7 0.7 Vilidos 4 1 0.7 0.7

4 3 2.0 2.7 8 2 1.3 20

8 39 26.2 28.9 16 7 4.7 6.7

16 38 255 54.4 32 40 26.8 33.6

32 39 26.2 80.5 64 52 349 68.5.

64 13 8.7 89.3 128 22 14.8 83.2

128 1 0.7 89.9 >128 25 16.8 100.0

>]28 15 10.1 100.0 Total 149 100.0

Total 149 100.0
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Tabla E. SCREENING ACETILASAS ADENILASAS Y FOSFORILASAS

CPM
ACETILASAS ADENILASAS FOSFORILASAS

GM ™ KM GM IM SM SPC\ | SM NM KM
4 1073 4985 3510] |98 154 157 163 1531 18720 4263
18 974 1391 1388|115 132 134 128 1537 11626 2966
20 337 217 677 70 76 73 . 69 1811 17488 3552
25 455 370 375 863 708 755 906 1353 18800 4443
34 1587 3729 5165} |ND ND ND ND 2191 7888 2404
35 142 130 150 28 49 41 51 3354 12722 3287
40 560 1171 1039{ | 113 139 92 112 2577 11813 3175
62 711 1506 1097 | {436 355 485 623 2027 10302 2509
64 368 463 261 120 144 173 29 2290 17913 4094
68 658 1064 1488 ] {80 120 177 276 4157 13815 5642
69 478 462 511 110 306 163 81 3383 8602 3846
81 599 890 718 358 489 527 433 2006 9993 2629
83 113 157 173 44 35 50 56 1951 6225 2183
85 122 133 114 ND ND ND ND 1410 3453 1451
95 660 1162 1526 ] 1476 457 430 574 2275 14237 3227
110 957 1066 1103 ] ]101 128 108 126 1614 12388 31356
119 579 1491 988 663 806 524 612 2246 5642 1891
124 237 445 207 ND ND ND ND 4786 12084 4208
133 650 706 512 379 505 369 399 2132 7832 2872
140 800 627 832 1196 2047 2198 2284 | 1600 14654 3171
153 380 229 233 454 ND 408 470 2394 8732 2361
154 649 1364 928 240 255 210 286 4782 10975 3649
155 n 630 497 152 161 112 186 2946 16161- 3287
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Tabla F. Perfiles Acetilasas

CPM % CPM % CPM % CPM % CPM % CPM %
4 4 18 18 40 40 62 62 68 68 81 81
GmCl 456 27,7 443 341 n 325 520 25,5 603 43 521 63,4
GmC,, 1171 100 946 100 875 100 1505 100 7198 100 730 100
Gm 1244 107,4 490 40,3 609 64,4 713 40,1 1999 24,6 592 75,8
Siso 3368 322,1 650 61,2 550 36,5 709 39,8 2692 34,6 468 54,1
KmA 1195 102,4 901 94,1 853 97,0 789 45,8 4760 64,6 933 135,5
KmB 1824 166,0 953 101,0 898 103,0 1878 128,2 7757 108,1 1111 166,7
Km 1735 157,0 583 52,5 662 71,5 1368 89,6 6396 883 1230 187,5
m 1939 177,6 1929 228,6 1074 126,6 1404 108,2 2406 123,7 958 140,0
Nm 895 72,1 749 74,2 554 57,0 1158 73,7 2443 31,0 519 63,0
Bm 1541 137,4 729 71,6 763 85,0 846 50,1 1393 15,8 621 80,9
Pm 1138 96,6 728 71,4 809 91,1 660 36,1 1485 17,1 602 77,5
Lm 1089 91,7 836 85,6 1021 119,5 813 47,1 1285 14,2 640 84,2
Rm 295 11,4 989 105,6 671 72,7 1438 94,9 2574 32,9 526 64,2
An 1067 89,5 730 71,7 823 93 663 36,3 1588 18,6 613 79,5
Net 443 26,4 630 58,6 655 70,5 688 38,2 2040 25,2 557 69,7
2"-Net 1245 107,5 541 46,9 694 75,7 661 36,2 1855 22,5 769 106,8
6°-Net 1027 85,4 721 70,5 792 88,8 737 41,9 1399 15,9 584 74,4
S-epi 1042 86,9 754 74,8 759 84.4 613 32,5 1747 20,9 520 63,2
Dact 703 52,6 1015 109 664 71,7 595 31,2 1386 15,7 697 94,2
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Tabla F. Perfiles Acetilasas (continuacién)

CPM % CPM % CPM % CPM % CPM %
95 95 110 110 133 133 154 154 155 155

Gm(Cl1 349 ] 603 56,7 599 13,4 434 43,2 539 25,4
GmCla 1207 100 942 100 2509 100 795 100 1231 100
Gm 1146 93,2 746 74,9 1995 76,7 783 98,1 861 60,1
Siso 1727 157,5 1303 146,1 1386 49,1 754 93,5 788 52,2
KmA 2085 197,1 985 105,5 2394 94,7 787 98,7 815 55,1
KmB 2505 243,5 1266 141,3 2977 121,2 885 114,1 1353 113,1
Km 2057 194,0 1066 115,8 3989 167,0 953 124,8 1365 114,4
Tm 1813 167,0 1600 184 2167 84,5 1008 133,5 1462 124,8
Nm 1127 91,1 880 92 2023 77,9 708 86,3 1566 136,0
Bm 1552 138,1 891 93,4 1739 65,0 714 87,2 705 43,3
Pm 1375 118,5 946 100,5 1231 42,0 725 88,9 1084 84,1
Lm 1594 142,8 1079 1174 1582 57,9 435 43,4 862 60,2
Rm 1540 136,8 1153 126,9 1391 49,3 846 108,0 1069 85,5
An 1509 133,4 1134 124,5 1599 58,7 700 85,0 674 39,9
Net 1615 145,1 1252 139,6 1551 56,5 736 90,7 958 70,5
2"-Net 1238 103,4 1316 1477 1698 63,2 560 63,0 966 71,4
6°-Net 1602 143,6 1263 140,9 1611 59,3 864 110,8 657 38,1
5-epi 1427 124,3 1635 188,5 1209 41,0 740 91,3 1223 99,1

~ Dact 1529 135,6 1076 117,1 910 27,5 536 59,2 707 43,5
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Tabla G. Perfiles Fosforilasas

Km KmA KmB Nm Bm Lm Pm Rm An Sm Gm
4 CPM 6436 8446 22991 30185 18482 38341 21115 24101 5185 2284 5379
% 159 23 74,5 100 58,5 1288 678 784 114 1.2 12,1
18 CPM 4753 6234 12393 15008 13672 23583 10877 11128 2763 2034 5660
% 21,5 328 799 100 89,7 165,66 683 70,3 6,2 0,6 28,4
20 CPM 4896 6211 16153 23060 15886 35669 17446 17043 8796 7152 15184
% 13,3 19,5 669 100 65,7 - 160,1 732 71,2 319 24 62,4
25 CPM 5652 7468 19149 19679 13459 34822 15435 19294 3876 2737 7290
% 20,9 31,1 97 100 64,9 1853 76 97,8 10,8 44 30,1
34 CPM 2165 1970 3863 4674 3642 8050 4403 4646 3003 2294 2732
% 2,2 0 684 100 59,7 231,5 894 989 349 72 243
35 CPM 4050 5008 12971 15947 11201 20280 13218 12332 8409 5321 10004
% 14 209 784 100 65,7 1313 802 73,8 455 232 57
40 CPM 6796 7657 15709 23610 18365 26951 15850 7272 4602 2593 5526
% 22,3 263 63,5 100 75,7 1154 64,1 | 245 122 29 16,5
62 CPM 5394 6556 12835 16353 13113 23642 11577 3943 3886 2714 4395
% 239 32 755 100 77,5 150,5 66,8 13,8 134- 53 17
64 CPM 3893 5086 13117 17140 12711 22869 12373 11811 5475 2578 9006
% 11,8 19,8 732 100 70,5 138,1 682 64,5 223 3,1 45,8
68 CPM 3035 3407 7204 9658 6999 12224 6430 6779 4885 2720 5654
% 122 17,1 674 100 64,7 1339 572 61,8 367 8 46,9
69 CPM 2958 2945 5645 9246 7086 11077 6381 6801 3726 2645 5506
% 11,8 11,7 495 - 100 69,7 1256 598 657 22,6 74 47,5
81 CPM 2733 2938 8102 10263 8184 14670 7723 7933 4448 2777 7938
% 7,6 10,1 734 100 74,5 154 68,8 71,4 286 81 71,4
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Tabla G. Perfiles Fosforilasas (continuaci6n)

Km KmA KmB Nm Bm Lm Pm Rm An Sm Gm
83 CPM 2561 2835 6517 6834 6208 10143 6203 5339 3205 2934 5496
% 9,6 154 93,2 - 100 86,7 170 86,6 683 232 | 174 716
85 CPM 1289 1209 2076 2621 2055 3730 2273 2179 1845 1519 1802
% 0 0 0 100 0 317 31,8 13,5 0 0 0
95 CPM 2694 3392 7913 10989 8239 - 15006 7809 8043 4963 2363 6337
% 6,5 144 653 100 69 1452 64,1 668 32,1 28 47,6
110 CPM 3857 3906 11139 15043 11261 21830 10444 10510 6146 3401 11923
% 13,5 13,8 69,8 100 1524 1524 644 649 312 99 75,8
119 CPM 2720 3316 8043 8376 6094 9509 7871 7090 4885 3376 5655
% 9,7 192 94,6 100 635 118 919 794 443 20,2 56,5
124 CPM 3241 4403 11075 16086 11696 22357 11066 10962 6316 3084 9681
% 8 164 64,1 100 68,6 1449 64 633 30,1 69 54,1
133 CPM 2750 4456 9225 7863 5980 5712 9504 6410 3518 2557 285l
% 11,4 42 127,6 100 69,6 646 1326 77,1 252 8 13,2
140 CPM 4367 5930 15482 20377 14160 29476 14225 15125 8742 4100 11157
% 12,3 20,9 732 100 659 1498 663 71,2 363 10,8 495
153 CPM 2382 2860 6469 8638 5693 9645 6077 7062 3445 2748 6236
% 42 11,5 66,7 100 549 1154 60,7 758 204 9.8 63,2
154 CPM 3687 4162 7891 11399 9114 15481 9110 9885 6045 4260 8738
% 17 22,1 622 100 754 1439 753 837 423 231 71,3
155 CPM 2864 3709 7838 11250 7818 13084 8587 7551 6498 3806 7403
% 8,2 17,5 62,6 100 624 120 70,8 59,5 48 18,5 579
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Tabla H. Detecci6n fenotipica de las resistencias. Didmetros obtenidos.

Antibidticos

Gm Tm  An Ise Net  5-Epi 2'-Net 6-Net Astm Apra Km  Neo
ATCC 27853 19 21 26 22 21 21 21 21 23 21 6 9
ATCC 25668 18 20 21 22 19 19 19 18 21 20 ) 13
Aislado 4 G T SN A AAC(6))- 11 + PERMEAB.
Aislado 18 A e R T T AACo)-11 + PERMEAB.
Aislado 20 A N R /(% PERMEABILIDAD
Aislado 25 O R T S R R e SR PERMEABILIDAD
Aislado 35 R TR TR T EE P  PERMEABILIDAD
Aislado 40 T TR AACG)-11 + PERMEAB.
Aislado 62 TR A R S O RS T ATAREET  AACo)-1
Aislado 64 e R T R TR T ST A T8 PERMEABILIDAD
Aislado 68 & ERR L N ST I T S ST AAC(6)-1
Aislado 69 B A e R TR TR e PERMEABILIDAD
Aislado 81 6 R N RS R TSR RN  AaCH)-1
Aislado 83 T T e TGP PERMEABILIDAD
Aislado 95 B e I e e e e eI AAC6)-U + PERMEAB.
Aislado 110 B e e g b ATTAS®  AAC(6)-11 + PERMEAB.
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Aislado 119

Aislado 133

Aislado 140

Aislado 153

Aislado 154

Aislado 155

Tabla H. Deteccion fenotipica de las resistencias. Didmetros obtenidos (continuacién)

Antibidticos

Gm Tm An Ise Net S5-Epi 2"-Net 6’-Net Astm Apra Km  Neo

PERMEABILIDAD
AAC(6")-1
PERMEABILIDAD
PERMEABILIDAD
AAC(6")-11 + PERMEAB,

AAC(6')-11 + PERMEAB.
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Tabla I. Resultados Hibridacion

ant(2”)a aac(3)-Ia aac(3)-Ib aac(3)-Va aac(2’)-Ia aph(3°)-1 aph(3)-11 aph(3")-111
4 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
18 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
20 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
25 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
k] Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
40 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
62 Negativo Negativo Negativo ' Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
64 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
68 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
69 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
81 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
83 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
95 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
110 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
119 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
133 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
140 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
153 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
154 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
158 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo
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Tabla 1. Resultados Hibridacién (continuacién)

aac(6')-1b aac(6')-Ic aac(6’)—lf aac(6")-In aac(6')-1Ib ant(4°)-1 aph(z*’)+6' aph(3)-VI ARNr
4 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
18 Positivo (débil) | Negativo Negativo Negativo Positivo (débil){ Negativo Negativo Negativo Positivo
20 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
25 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
35 Negativo Negativo Negativo Negétivo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
40 Positivo (débil) | Negativo Negativo Negativo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
62 Positivo Negativo Negativo Negétivo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
64 Negativo .| Negativo Negativo Negétivo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
68 Positivo (débil) Negétivo Negativo Negativo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
69 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
81 Positivo Negativo Négétivo : Negativo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
83 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
95 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo (débil)] Negativo Negativo Negativo Positivo
110 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
133 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
119 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
140 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
153 Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Negativo Positivo
154 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo (débil)| Negativo Negativo Negativo Positivo
158 Positivo Negativo Negativo Negativo Positivo (débil)] Negativo Negativo Negativo Positivo

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2003



Tabla J. Contraste devMétodos

Ensayo Radioenzimatico Kit de identificacién Sondas
Acetilasas Fosforilasas Acetilasas Fosforilasas Acetilasas Fosforilasas
4 (+-) + + (+-) + -
18 (+/-) + + (+-) + -
20 PERMEAB. + PERMEAB. (+-) PERMEAB. -
25 PERMEAB. + PERMEAB. (+-) PERMEAB. -
35 PERMEAB. + PERMEAB. (+/-) PERMEAB. -
40 (+-) + + (+-) + -
62 +-) + + (+-) + -
64 PERMEAB. + PERMEAB. (+1-) PERMEAB. -
68 (+-) + + (+-) + -
69 PERMEAB. + PERMEAB. (+-) PERMEAB. -
81 (+-) + + (+-) + -
83 PERMEAB. + PERMEAB. (+/-) PERMEAB. -
85 PERMEAB. + PERMEAB. (+/-) PERMEAB. -
95 (+-) + + (+-) + -
110 (+-) + + (+-) + -
119 PERMEAB. + PERMEAB. (+/-) PERMEAB. -
133 (+/-) + + (+/-) + -
140 PERMEAB. + PERMEAB. (+/-) PERMEAB. -
153 PERMEAB. + PERMEAB. (+/-) - PERMEAB. -
154 (+/-) + + (+/-) + -
155 (+-) + + (+-) + -

+ Identificacion positiva
— No se identifica

+ Dificil de identificar
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Perfil Acetilasas Cepa 4
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Perfil Acetilasas Cepa 18
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Perfil Acetilasas Cepa 40
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Perfil Acetilasas Cepa 62
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Perfil Acetilasas Cepa 68
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Perfil Acetilasas Cepa 81
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Perfil Acetilasas Cepa 95
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES.-

Hemos realizado un estudio sobre un conjunto dé Pseudomonas aeruginosa procedentes del Hospital
Insular, escogiendo a aquellos aislados que presentasen resistencia a dos o mas antibioticos
aminoglicosidos. En estos aislados determinamos los mecanismos de resistencia presentes, a través de

distintos métodos, y caracterizamos la codificacién genética de la resistencia, llegando a las siguientes

conclusiones:
Sobre el total de los aislados.- -

1.- El antibidtico mas eficaz in vitro fue la amikacina seguido de sisomicina, tobramicina,

netilmicina y gentamicina.

2.- Basandonos en que del total de cepas recogidas, un alto porcentaje presentaba resistencia a
la kanamicina y a la neomicina unido al hecho de que el 100% de las cepas resistentes presentaban

actividad APH(3"), sugerimos una amplia distribucién de los mecanismos de resistencia enzimaticos a

estos antibioticos.
Sobre los aislados resistentes.-

3.- Los mecanismos de resistencia a los aminoglicdsidos de uso clinico son AAC(6")-11,

APH(3') y alteraciones de la permeabilidad.

4.- Todos los aislados, independientemente de otros mecanismos de resistencia, presentaban

actividad APH(3)-I y/o APH(3')-11 o APH(3")-I11.
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5.- Los mecanismos de resistencia mas frecuentes a aminoglicosidos fueron las alteraciones
de la permeabilidad, seguido de la combinacion AAC(6°)-II mas alteraciones de la permeabilidad,

acompaiiados en todos los casos por APH(3').

6.- La codificacion genética de la resistencia enzimatica parecia estar localizada en el

cromosoma.

7.- La resistencia del aislado 20 se debia a alteraciones de la permeabilidad, a pesar de ello,

era transmisible mediante un plasmido conjugativo.

8.- Todos los aislados que resultaron positivos para la hibridacién con las sondas aac(6')-Ib y

aac(6°)-11a correlacionaban con actividad enzimatica AAC(6)-11.

9.- No se detecto hibridacién con ninguna de las sondas de genes de enzimas fosforilasas,

pero si se detecto actividad fosforilasa APH(3"), mediante ensayo radioenzimatico lo cual sugiere la

existencia de otros genes APH(3).

10.- La utilizacién del kit desarrollado por Schering-Plough, resulta un método eficaz para la
deteccion de resistencia enzimatica (acetilasas y adenilasas) y para caracterizar a los aislados

resistentes por alteraciones de la permeabilidad, pero no para la deteccion de enzimas fosforilasas.

11.- El fenotipo An® Gm® Tm® Net® se asocia siempre con resistencia por alteraciones de la

permeabilidad de la membrana externa.

12.- El mecanismo de resistencia AAC(6°)-II unido a las alteraciones de la permeabilidad,
solamente puede ser detectado mediante el kit desarrollado por el grupo de Schering.
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13.- Comparando los sistemas de identificacion fenotipicos con el genotipo obtenido mediante
hibridacién, podemos concluir que el sistema de identificacion desarrollado por Schering, resulta

simple y eficaz y no requiere de aparataje complejo.

14.- El serotipo O:11 es el mas frecuente y se asocia en todos los casos con resistencia
enzimatica. Los serotipos 0:6 y los aislados no tipables se asocian siempre con resistencia por

alteraciones de la permeabilidad.
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