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;" INTRODUCCION.-

La aplicacién terapéutica de la penicilina en los afios cuarenta, permitié que
las infeccioﬁfes causadas por Staphylococcus aureus pudieran tratarse eficazmente. Este
' pverfodo tuvo una vida breve, ya que a mediados de esa década aparecieron las primeras

 resistencias a ese formaco, de modo que en 1946 se estimaba que éproximadamente el 60%

- de los aislados clfnicos de Staphylococcus aureus en el Reino Unido eran resistentes a la -

- penicilina (122). Esta resistencia estaba causada por una eli!zima que se denominé
- penicilinasa, que catalizaba la hidrdlisis del anillo 8-lactdmico de la penicilina dando lugar

- ‘a un compuesto inactivo.
e ' En los afios sesenta, el problema terapéutico originado por la produccién de

penicilinasas, se vié aliviado gracias a la introduccién de las penicilinas resistentes a

' - penicilinasas, tales como meticilina y oxacilina. No obstante, una década mds tarde se

]

. describfan cepas resistentes a estos antibiéticos en diversos punto§ geogréficos (122).
ééi
Este comportamiento se repetfa tras la introduccién de cada fdrmaco en la
- terapéutica, de modo que tras el uso del cloranfenicol, eritromicina, sulfamidas, tetraciclina,

"~ aparecfan las resistencias a cada uno de ellos.

La resistencia a los aminoglicésidos no fue una excepcion; asf, las primeras

resistencias en describirse fueron las causadas a estreptomicina, neomicina y aminoglicésidos

" - relacionados, tales como paromomicina y kanamicina; posteriormente, se describieron las

resistencias a gentamicina conjuntamente con tobramicina, kanamicina, estreptomicina,
originando verdaderas situaciones epidémicas, tanto en Europa, como en Australia 6 en

" Norteamérica (183).

%

3
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En los ltimos afios, se ha producido un incremento en la incidencia de las
* infecciones nosocomiales causadas tanto por cepas de Staphylococcus aureus como de

o Staphylococcus epidermidis resistentes a antibi6ticos aminoglicésidos.
A pesar de que los aminoglicésidos no constituyen una terapia de primera

. Ifnea para el tratamiento de las infecciones causadas por estafilococos, es este rdpido

- incremento en la aparicién de cepas resistentes a estos agentes lo que hace que sea

3 impoftante sy estudio. Por otro lado, la resistencia a aminoglicdsidos con frecuencia va
N asociada a la resistencia a otros antibidticos usados en el trzit‘amiento de infecciones
»,estafilocécic'as, tales cdmo meticilina y oxacilina, cefalosporinas, "lincosarﬁidas, macrélidos
'y cloranfenié;oi. Esto nos deja como alternativa para el tratamiento de infecciones graves,
agentes como la vancomicina, teicoplanina y rifampicina.

“ La modificacién enzimdtica es desde el punto de’vista clinico el tipo.més
':‘i_mp01"tante de resistenciav a los aminoglicésidos. Los mecanismos bioqufmicos de
modiﬁcaciél.; pueden ser de tres tipos: O-fosforilacién, N-acetilacién y’O-nucleotidilacién.

~ Las enzimas ffosforilasas catalizan la transferencia de un grupo fosforilo a un hidroxilo diana;
o las enzimés acetilasas, la transferencia del acetato del Acetil-Coenzima A a un grupo amino;
' mientras qué las nucleotidasas utilizah el trifosfato de adenosina u otros nucleGtidos como
-sustratos para modiﬁcaf grupos hidroxilos de los aminoglicdsidosi
Generalmente, en Staphylococcus, los caracteres%’: genéticos que codifican
_estas enzimas se encuentran en plasmidos. Estos puedenAresidir en cepas de Staphylococcus
l;iepidennidi.f ﬁcor;sideradas habitualmente como avirulentas y colonizadoras de la piel de
B _enfermos y personal hospitalario. Tanto es asf, que hasta hace pocos aﬁos, los estaﬁlococoé

coagulasa negativos aislados en lfquidos estériles se consideraban contaminantes, indicando

R
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una recogida inapropiada de muestra; no obstante, el uso cada vez mds frecuente de
antibi6ticos de amplio espectro en el tratamiento de enfermedades infecciosas han elevado

a estos gérmenes al rango de verdaderos patégenos (115).

Esta no es la unica causa de su importancia. Los aislados de Staphylococcus

epidermidis multirresistentes se presentan en mimero de tres a cinco veces mayor que los

aislados de Staphylococcus aureus multirresistentes. Esto puede reflejar el hecho de que |

estos microorganismos est4n sujetos a una presion selectiva de antimicrobianos mayor que

los Staphylococcus aureus (3).

Por otra parte, se ha demostrado que los genes que codifican las enzimas

modificadoras de aminoglicésidos se transfieren por contacto directo entre Staphylococcus

epidermidis y Staphylococcus aureus (especie mds virulenta y de mﬁyor importancia cl{nica),

o

asf como de Staphylococcus aureus a Staphylococcus aureus, mediante un mecanismo similar
a la conjugacién de las bacterias gram negativas.

Esta transferencia se ha demostrado tanto in vitro (en filtros)
(4,21,52,55,91,128,194,196), como in vivo (en la piel humana) (133). Se han encontrado
pldsmidos cénjugativos idénticos en Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis

aislados del "__mismo ambiente y de la piel de los mismos paciente§ (4). Estos pldsmidos de

resistencia pueden movilizar y cotransferir otros pldsmidos individuales que codifican

resistencias a otros formacos (133). Esto es de especial importancia ya que el uso de un tipo

de antibidtico puede seleccionar la resistencia a otro, aunque los mecanismos sean diferentes.
Ademds la resistencia a los aminoglic6sidos permite que los estafilococos puedan sobrevivir

en 4reas del hospital donde el uso de estos antibidticos es frecuente.

i
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Por todo esto, consideramos interesante escc)ger una poblacién de
Staphylococcus tanto aureus como epidermidis procedentes de muestras clfnicas del Hospital
Insular que sean resistentes a uno 6 mds aminoglic6sidos. Identificaremos a continuacién las
diferentes enzimas modiﬁcado_ras que causan resistencia a estos antibidticos; determinaremos
los patrones enzimdticos; caracterizaremos los pldsmidos que codifican estas enzimas y
conﬁrmarerqos si transfieren esta resistencia a Staphylococcus aureus por conjugacion.
Especiﬁcarerhos los patrones de resistencia que contienen estos pldsmidos y los que se

transmiten por conjugacién.

]

H

e
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REVISION Y ANTECEDENTES



CAPITULOI.-
TAXONOMIA.-

Los estafilococos fueron observados por primera vez por Koch en 1878; en

1880 Pasteur los cultivé en medio lfquido y fue posteriormente Ogston en 1881 quien

demostré su'::;frecdente presencia en abscesos agudos y crénicos. Rosenbach (1884) realizé

un estudio de los estafilococos aisl4ndolos de cultivos puros y los -denominé genéricamente
Staphylococcus, nombre propﬁesto por Ogston (1881). Se llegd a la divisién en dos especies,
Staphylococcus pyogene.f aizreus y Staphylococcus pyogenes albus. Posteriormente, Winslow
y sus colaboradores (1906, 1908), realizaron una amplia clasificacién basada en organismos

procedentes de origen animal 6 del medio ambiente. : .

- Posteriormente veremos las clasificaciones mds actuales y c6mo han ido

evolucionando en base a su morfologfa y caracterfsticas bioqufmicas.
1.1.- DIVISIONES ENTRE LA FAMILIA MICROCOCCACEAE (168).-
En este estudio, hemos elegido aislados clfnicos del género Staphylococcus.

Este género, estd englobado junto con los géneros Micrococcus,

¢

Stomatococcus 'y Planococcus en la familia Micrococcaceae, que se caracteriza por la
presencia de catalasas y citocromos, si bien algunos miembros del género Stomatococcus

carecen de citocromos y la actividad catalasa es bastante débil.

La familia Micrococcaceae constituye un grupo filogenético poco coherente,

\

7
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‘

puesto que miembros del género Micrococcus estdn estrechamente relacionados con
determinados corineformes. No obstante, los estafilococos sf constituyen un grupo coherente
de microorganismos; incluso las especies menos relacionadas muestran una elevada
homologfa en su ADN con el resto de las especies. La composicién de la pared celuiar yel
bajo contenido de guanina y citosina en la composicién del ADN en general, serfan
suﬁ;ientes como marcadores quimiotaxonémicos para separar estafilococos de otros ééneros

de cocos catalasa positivos.

Algunas especies de Staphylococcus, como Staphylococcus saccharolyticcus
y Staphylococcus aureus sub. anaerobius no son productoras de catalasa y ademds crecen
en condiciones é,naerobias. No obstante, poseen otras caracterfsticas, como es la composicién
de la pared célulér tfpica de los estafilococos, que nos permite clasificarlas con el resto de

5

los mismos.

En resumen lés caracterfsticas que nos permiten diferenciar el género
Staphylococcus del género Micrococcus son principalmente que las )Cepés de Staphylococcus
crecen en an;erobiosis, fermentan la glucosa, son resistentes a la lisostafina y producen
4cido en anaerobiosis a partir del glicerol en un medio con eritror}licina (0,4 mg/l). Estas

diferencias las vemos esquemdticamente en la tabla 1.

1.2.- CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS STAPHYLOCOCCUS

(47,103,154,168).-

Los Staphylococcus son cocos gram positivos. Su tamafio oscila entre 0,5-1,5

' i
pm de didmetro. Los podemos encontrar aislados, o bien agrupados en parejas, tétradas,

'

formando cadenas cortas (de tres o cuatro células) 6 formando racimos. Son inméviles, no

IRl
4

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



Tabla 1.- Familia Micrococcaceae (caracteres diferenciales).-

Caracteres

G. Staphylococcus

G. Micrococcus

Cocos gram -i-, catalasa +
Agrupaéidn en racimo
Agrupacién én tétradas
Crecimiento en anaerobiosis
Fermentaciéﬁ de la glucosa
Resistencia a la lisostafina
Produccién de 4cido en aerobiosis
a partir del glicerol en un medio

con eritromicina (0,4 pg/ml)
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forman esporas, son habitualmente catalasa positivos y generalmente no tienen cdpsula, si
" bien en algunas cepas de Staphylococcus aureus se observan microscépicamente cdpsulas

visibles.

La mayorfa de las especies son aerobias facultativas y crecen bien entre 18-
40 horas en presencia de cloruro sédico al 10%. Algunas especies menos frecuentes, suelen
requerir la presencia de CO, para su crecimiento. La mayorfa de los Staphylococcus crecen
bien en med‘iOS no .inhibitorioé.

La pared celular de los Staphylococcus contiene peptidoglicanos y 4cido
teicdico. El Qiéminoécido presente en el peptidoglicano es L-lisina. Los estafilococos son
susceptibles a la lisis con lisostafina, que actia rompiendo las"uniones Glicina-Glicina
presente en los puentes interpeptfdicos del peptidoglicano. Por otro lado son resistentes a la
lisis con la muramidasa lisozima. Estas caracterfsticas son, como vimos anteriormente,

diferenciadoras entre el género Micrococcus y el género Staphylococcus.

La mayorfa de los estafilococos son habitantes comunes de la piel, de las
membranas, mucosas y glfiﬁdulas de la piel, mostrando algunas esﬁecies hébitos preferentes
y muy conqtetos. As{ tenemos Staphylococcus capitis que se"encﬁentra én la cabeza,
 sobretodo cuzzlndo las gldndulas sebdceas son numerosas y bien desarrolladas; Staphylococcus
auricularis tiene preferencia por el conducto auditivo externo. Staphylococcus hominis y
Staphylococcus haemolyticus aparecen generalmente en zonas de la piel con numerosas

gldndulas apocrinas, tales como las axilas y el pubis.

Por 1iltimo, resefiar en estas caracterfsticas generales de los estafilococos que

._ ;
la relacién guanina-citosina presente en su ADN es de 30-39 moles %.

10
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1.3.- CLASIFICACION (153,154,168).-
73 ’

Se han encontrado diecinueve especies de Staphylococcus. El género
Staphylococcys se subdivide al menos en cuatro grupo de especies en base a su
caracterizacién fenotfpica y la relacion ADN/ADN (tabla 2). Las especies que constituyen

el grupo Staphylococcus epidermidis son S. epidermidis, S. capitis, S. warneri, §.

haemolyticus, S. hominis, S. saccharolyticus. El grupo de Staphylococ'cus saprophyticus estd

- compuesto por las siguientes especies: S. saprophyticus, S. cohnii 'y S. xylosus. El grupo de
especies deﬁiStaphylo'coccus sciuri son .S. sciuri 'y S. lentus. Por iltimo el grupo de
Staphylococcus simulans estd compuesto por S. simulans y por S. carnosus. Las especies

Staphylococéus aureus, S. auricularis, S. intermedius, S. hyicus y §. caseolyticus no se

pueden englobar en ninguno de los grupos anteriores, y también estdn lo suficientemente

distante como para constituir entre ellos un solo grupo.

1.4.- STAPHYLOCOCCUS AUREUS.- ¢

1.4.1.- Caracteristicas generales (103,168).-

Los Staphylococcus aureus son esféricos, de 0,5-1,0 pm de didmetro, se
agrupan formando racimos irregulares. Algunas células, poco frecuentes presentan cdpsulas

y suelen ser mds virulentas que las cepas no capsuladas.

Las colonias son suaves, redondas y trashicidas y en un medio no selectivo
pueden alcanzar de 6-8 mm de didmetro. El pigmento de la colonia es variable adquiriendo
tonalidades que van desde el amarillo al naranja. Los pigmentos son carotenoides

triterpénicos 6 derivados que se encuentran localizados en la membrana celular. Pueden

11
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Tabla 2.- Clasificacién de los Staphylococcus coagulasa negativos en cuatro grupos de

especies.-

GRUPOS DE ESPECIES

ESPECIES

Staphylococcus epid_ermz'dis

. epidennidi.f
. capitis

. warneri

. haemolyticus
. hominis

. saccharolyticus

‘ Staphylococcus saprophyticus

. saprophyticus
. cohnii

. xylosus

Staphylococcus sciuri

s

. sciuri

. lentus

Staphylococcus simulans

. simulans

. carnosus
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t
t

existir colonias de Staphylococcus aureus que sean de color blanco, ya que la cantidad de

pigmento estmucho menor.

Staphylococcus aureus es anaerobio facultativo pero crece mejor en
condiciones aerobias. El crecimiento se ve favorecido por altas concentraciones de cloruro
sédico, por encima del 10% en el medio. La mayorfa de las cepas crecen entre 10 y 45° C

y a un pH 6ptimo de 7,0-7,5.
1.4.2.- Caracteristicas bioquimicas (103,168).-

Staphylococcus aureus puede producir 4cido tanto de forma aerébica como
anaerdbica a partir de los siguientes carbohidratos: glucosa, lactosa, maltosa y manitol; sélo
aerébicamente a partir de fructosa, galactosa, manosa, ribosa, sacarosa, trehalosa, turanosa

y glicerol. En algunos casos no se detecta bien la produccidén de 4dcidos a partir de lactosa,

turanosa, galactosa y manitol; en ningtin caso se produce 4cido a partir de arabinosa, xilosa, .

xilitol, sorbitol, inositol, arabitol, rafinosa, melobiosa, rahmnosa ‘6 dextrina entre otros.
Los nitratos son reducidos a nitritos por medio de una nitrato reductasa, con
la formacién de amoniaco. Produciéndose también amoniaco a partir de la arginina por la
] .

accién de arginina dihidrolasa y de la urea por la ureasa.
La produccién de acetofna a partir de la glucosa ¢ del piruvato de sodio ,

es una caracterfstica alternativa para distinguir Staphylococcus aureus de otros estafilococos

coagulasa positivos.

13

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



1.4.3.- Prodyccidn de coagulasa (41,103,154,168).-

La deteccion de la coagulasa es muy importante en la rutina de investigacion

de Staphylococcus aureus.

La coagulasa es un profermento que en presencia de protrombina y/o de un

cofactor del plasma sangufneo (CRF), forma un complejo de actividad proteolftica, que

transforma el fibrinégeno en fibrina y produce coagulacién del plasma sangufneo. Desde
siempre se ha considerado la produccién de coagulasa con la virulencia de la cepa. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que el poder patégeno de Staphylococcus aureus no

depende exclusivamente de ésto, sino también de otros factores.

Los Staphylococéus aureus producen también ‘otra serie de enzimas
extracelulares, como son las estafiloquinasas, que transforman el plaémin_égeno en plasmina,
la hialuronidasa, lipasa, ADNasa, fosfatasas, desoxirribonucleasas termoestables. Las
penicilinasas, son B-lactamasas inducibles, secretadas por las cepas resistentes que inactivan
la penicilina por apertura de su anillo beta~]acté-mico. Generalmente son de origen

plasmfdico.
1.4.4.- Estructura antigénica (41,154,168).-

La estructura antigénica de Sraphylococcus aureus es compleja y mal
conocida. Se han demostrado mds de treinta antfgenos en la pared celular, donde destacamos

de dentro a fuera :

a4

* Polisacdrido A, que es espectfico de esta especie. Estd constituido por

14
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4cidos teicdicos, polfmeros de fosfato de ribitol, unidos a su vez al peptidoglicano por

\

enlaces covalentes. Tienen cardcter antigénico e inducen a la formacién de anticuerpos.

* Proteina A, es también especifica de esta especie y se encuentra en la
pared celular puediéndose liberar al medio. Es una protefna bésica de pequefio tamafio (PM

13.000) que posee la propiedad de reac‘cionar con los fragmentos Fc de las moléculas de IgG

de la mayorfa de los sueros mamfferos. Se pueden unir también a la extremidad F(ab), de

las IgG especfficas, asf como activar el complemento. Como consecuencia de esto ultimo,

provocan la formacion de factores quimiotdcticos que explicarfan en parte la caracterfstica |

purulencia de las lesiones estafiloc6cicas.

* Ahtl’genos capsulares, tan sélo han sido caracterizados dos de estos
antfgenos producidos por las cepas mucoides de Staphylococcus aureus. El de la cepa de

Wiley, un polipéptido formado por 4cido glutdmico, lisina, alanina y glicina en proporcion

de 1:1:2:5; y el de la cepa de Smith, un polfmero de 4cido 2-amino-2-desoxi-D-glucurdnico. '

* Otros antigenos, existen en la pared celular un mimero indeterminado de

proteinas reSi)onsables de la tipoespecificidad.

Atendiendo a los antigenos especfficos de Staphylococcus aureus, se ha

podido dividir en tipos siguiendo dos criterios :

a) En serotipos: mediante el empleo de sueros especfficos se han clasificado
18 serotipos. La tipificacién seroldgica es diffcil ya que los fendnienos de aglutinaci6n son
confusos debido a las aglutinaciones falsas, ademds de la dificultad de preparar antisueros

especfficos. La tipificacién serolégica de cepas tiene un valor limitado en los estudios
) :
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epidemioldgicos. Esto hace que en la actualidad no exista uniformidad internacional en lo

referente al tema.

b) En'fagotipos o lisotipos: por el estudio de la sensibilidad de la cepa frente
a un grupo de fagos seleccionados. Se conocen méds de 100 fagotipos, que se han reunido

en cuatro gmpos y un grupo no clasificado, (tabla 3). Desde el punto de vista

epidemioldgico es enormemente til, sobretodo en ambientes hospitalarios. Est4 establecido

internacionalmente.
1.4.5.- Toxinas de Staphylococcus aureus (41,154,168).-

Cuando Staphylococcus aureus se desarrolla en medios adecuados, puede
producir diversas toxinas, que se encuentran en relacién con estados de lisogenia o asociadas

a la presencia de pldsmidos. Las mds importantes son :

* Hemolisinas. Son exotoxinas protéicas termolﬁbiles que presentan una

R ! |-‘
accién lftica'l_ sobre los hematfes y una accién t6xica sobre otras células. Son por tanto
citolfticas 6 citot6xicas. Existen cuatro tipos de hemolisinas, alfa, beta, gamma y delta-

hemolisinas.

* Leucocidinas. Ademds de las asociadas a las hemolisinas, existen
leucocidinas no hemolfticas, compuestas por dos subunidades F y S que se fijan a los
fosfolfpidos de la membrana de los polimorfonucleados y macrdfagos,' produciendo

alteraciones y muerte de los fagocitos.

L
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Tabla 3.- Staphylococcus aureus. Clasificacion en

seleccionados para la fagotipia.-

fagogrupos y listas de fagos

Grupo Fago

1 29 52 524 719 80

e . 3A 3B 3 55 71

m 6 1 4B 4 53 54 75 77 A
v 4D

No clasificados 81 187
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* Exfoliatinas. En su mayorfa pertenecen al fagogrupo IL. Producen una

lesién local seguida de una exfoliacién mds o menos intensa.

*+ Enterotoxinas. Son de naturaleza protéica y resisten el calor y la accién
de los jugos géstricos. Se conocen siete tipos, (A, B, C,, C,, C,, D y E) y se identifican por

inmunodifusién. Las A, B y D son las mds conocidas. Las enterotoxinas A y D producen

]a mayorfa de cuadros de intoxicacién alimentaria y la B estd asociada a cuadros de

'

enterocolitis;.
- 1.4.6.- Hdbit‘at de Staphylococcus aureus (154,168).-

Forma parte generalmente de la flora normal de las personas sanas y se halla
" en la mucosa nasal del 20-40%, en la piel del 10-20%, en manos y perineo. El nimero de

portadores nasales puede aumentar considerablemente en caso de una hospitalizacién

prolongada.

No obstante Staphylococcﬁs aureus, es un germen potencialmente patégeno,
causante defﬁn amplio grupo de infecciones, tales como fortinculos, carbunco, impétigo,
necrosis tdxicas, neumonfa, osteomielitis, meningitis, mastitis, bacteriemia, abscesos,
intoxicéciorfés alimentarias, enterocolitis, infecciones genito-urinarias y sindrome del shock

téxico.
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1.5.- ESTAFILOCOCOS COAGULASA NEGATIVOS.-

1.5.1.- Clasificacién taxonémica (153,168).-

La clasificacién taxonémica de los estafilococos coagulasa negativos ha sido

»

siempre bastante complicada. Anteriormente, hemos clasificado el género Staphylococcus

en cuatro grupos de especies, siguiendo los criterios considerados por Kloos y Schleifer

(1981), pero'queremos hacer un breve recorrido por las distintas clasificaciones de las que

han sido objéto;

Los estafilococos coagulasa negativos fueron considerados por primera vez
en la 72 edicién del Manual de Bergey en 1957, donde Staphylococcus aureus. se agrup6

aparte por t?ner caracterfsticas patégenas y los coagulasa negativos no.

Posteriormente, en la 8% edicién del Manual de Bergey (1974) se
‘diferenciaban dos ¢species dentro de los estafilococos coagulasa negativos, que se
denominaroﬁ Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus saprophyticus.

i

El gran mérito se debié a Baird-Parker, que en 1963, inici6 la busqueda de
un sistema de clasificacién de Staphylococcus y Micrococcus. Utilizando marcadores
bioqufmicoSf dividié al género Staphylococcus en seis subgrupos (I-VI) y al género
Micrococcus en ocho (1-8). Los subgrupos-II-VI representaban a los estafilococos coaguldsa
negativos. El ingonveniente de esta clasificacién fue que un gran niimero de aislados clinicos
no pudieron englobarse aquf, ya que fue pensada para estafilococos de origen animal. Esta

clasificacién, la podemos ver en la tabla 4.
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Tabla 4.- Sistema de clasificacién de Baird-Parker.-

Staphylococcus

Subgrupos

III 1V

VI

Coagulasa
Fosfatasa .
Fermentacion de
Manitol (aerobia)
Manitol (anaerobia)
Acetofna ‘
Fermentaci6n de
Lactosa
Maltosa
Crecimiento a 10°C

+
!

+ le+

Jo < <

Micrococcus

Subgrupos

[ )
w

4 5

N

Fermentacién de
Glucosa (aerobia) +
Fosfatasa -
Acetofna +
pH Final 4,6
Fermentacion de
Arabinosa -
Lactosa |
Maltosa  *
Manitol -
Lipolisis .
Hidr6lisis Tween
Crecimiento'a 10°C
Pigmento rojo —

<

la le <

+ 1+
!

}II
[y
‘(Jl
(=)

S+
N
S
W

|+ + + +

+
+ |

b+ +

».‘J‘
v

-

b ++++ + + +

| 4 < <

y: resultados variables
*: reaccién habitual

[CH
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i

Trés la clasificacién aparecida en la 8* edicién del Manual de Bergey '

(1974), Kloos y Schleifer propusieron dividir a los estafilococos coagulasa negativos en
- nueve especies: Staphylococcus epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. xylosus,
S. cohnii, S. warneri, S. capitis, §.hominis y §. simﬁlans. Posteriormente, se afiadieron las
siguientes especies: S. auricularis, S. saccharolyticus, S. sciuri, S. lentus, S. gallinarum,
S. caprae, S. ;carnosus, S. staphylolyticus, S. caseolyticus, §. n.spec, S, arlettae, S. equorum
y'S. HooSii. Las primeras diez especies son de origen humano, las otras raramente se han

encontrado en el hombre.

Posteriormente, surgi6 un criterio bastante poderoso para la clasificacion de
los estafilococos coagulasa negativos, que fue la relacién ADN/ADN. Esta fue introducida
por Pulvererl'y colaboradores en 1978, y permitfa asociar a los eéiaﬁlococos en diferentes
grupos homélogos. En base a ésto y aplicando estudios inmunoldgicos en Staphylococcus
coagulasa negativos, Schleiferv y colaboradores propusieron dividirlos en los cuatro grupos

c{e especies a%teriormente mencionados.
1.5.2.- Stapléylococcus epidermidis (103,143,147,153,154,168).-‘2

Se caracterizan .por ser esféricos, con un digmetro de 0,5-1,5 um. Se
agrupan gene’;ralmente en pares ¢ tétradas. Algunas cepas son productoras de un polisacdrido
mucoso, que‘permite a las bacterias adherirse a las superficies de los catéteres, prétesis,
sondas,etc.; ademds pfotege al microorganismo de los mecanismos de defensa del huésped,
especialmente dela opéonizacidn y fagocitosis. También se cree en la relacién existente entre
esta caracterfstica y la mtiltipie resistencia antimicrobiana. La canticiéd de sustancia mucoide,
limo ¢ "slime" producida es variable, y depende de la composié!ién del medio donde el

-
+

estafilococo crece.
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Habitualmente no se detecta la formacién de pigmento. Las colonias suelen
ser de color pardo o blanco-grisiceo. Crece mejor en condiciones aerobias y en

concentraciones.de cloruro sédico por encima de 7,5 %.

Entre sus caracteres estructurales y biolégicos destacan la presencia en su

pared celular de 4cidos teicSicos constituidos por polfmeros de fosfato de glicerol. Produce

¢
.

dcido aerdbica y anaerébicamente a partir de la glucosa. Produce 4cido también a partir de

fructosa, maltosa, sacafosa y glicerol, el 70-90% a partir de lactosa, galactosa, manosa y/o
turanosa. Menos del 90% de las cepas fermenta la ribosa, y prdcticamente ninguna utiliza
- la trehalosa. No hay produccién de 4cido a partir de manitol, thamnosa, xilosa, xilitol,

arabinosa, celobiosa, sorbitol, inositol, dulcitol, arabitol, rafinosa y melobiosa entre otros.

La mayorfa de las cepas reducen el nitrato a nittito y producen fosfatasa

alcalina, asf{ como demuestran tener actividad arginina dihidrolasa y ureasa, produciendo

amoniaco a partir de la arginina y de la urea respectivamente.

A diferencia con Staphylococcus aureus, la tipiﬁ:;iacién por fagos tiene un
éxito un tanto limitado y da mejdres resultados en situaciones epidémicas que en situaciqnes
endémicas. En cuanto a la tipificacién seroldgica, Staphylococcus epidermidis y
Staphylococbus aureus comparten una ‘serie de antfgenos. A pesar de ello, se ha demostrado
por medio dé estudios de absorcidn cruzada que Staphylococcus epidermidis posee su propio
tipo de aglut‘indgenos.

La aplicacidn de la tipificacién molecular, es decir andlisis de patrones de
pldsmidos, estudios de digestion de ADN cromosémico y ADN plasmfdico con

endonucleasas de restriccién e hibridacién del ADN, son un importante proyecto para la

A
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identificacién de cepas de estafilococos, sobretodo en Staphyloco?cus epidermidis, ya que
un alto porcentaje de esta especie presenta al menos un pldsmido, ‘y con frecuencia yarios.
El uso de la tipificacién molecular para la identificacién de estaﬁlojcocos, es un instrumento
util ala hora ‘de diferenciar contaminantes de agentes productores de septicemias, infecciones
del tracto uf‘inario, osteomielitis, etc. Esta técnica tiene también sus inconvenientes,

derivados sobretodo de los distintos procedimientos de extraccion del ADN plasmidico, de

la pérdida de los pldsmidos que albergan factores de resistencia, transferencia conjugativa

de pldsmidos, etc.
7 La mayorfa de las cepas son sensibles a la novobiocina, caracterfstica que

-le permite diferenciarse de Staphylococcus saprophyticus, especie novobiocin-resistente, pero

al igual que Staphylococcus epidermidis fermentador de la sacarosa.

El h4bitat donde se encuentra mayoritariamente Staphylococcus epidermidis
es en la piel humana, especialmente en lugares hiimedos y zonas de transicién del epitelio
cutaneomucoso. Ocasionalmente lo podemos encontrar en la piel de otros mamiferos,

sobretodo los que estdn en contacto con el hombre.

Staphylococcus epidermidis se considera como un patégeno oportunista, que
puede coloni%ar vélvulas cardiacas, sondas cerebroespinales, prétesis ortopédicas y catéteres
: intravascular?s entre otros. Esta especie puede ser ademds la responéable de infecciones
postoperatorli‘";as en pacientes procedentes de cirugfa cardiaca; 'peritonitis en pacientes
sometidos a didlisis continua; infecciones del tracto urinario, otitis media y un largo etcétera.

Los pacientes inmunodeprimidos, as{ como los que estdn sometidos a terapias

inmunosupresoras son particularmente susceptibles a este tipo de infecciones.

4
‘:
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1.5.3.- Staphylococcus saprophyticus (103,147,153,154,168).-

A continuacién citamos las caracterfsticas mds importantes de esta especie
por ser considerada como patGgeno habitual. En la tabla 5, vemos esqueméticamente la
identificacién de las especies de Staphylococcus coagulasa negativos que se aislan en el

hombre.

Staphylococcus saprophyticus es un estafilococo sapréfito del medio

ambiente, que puede encontrarse también en piel y mucosas.

La pared celular se diferencia en la composicién de sus dcidos teicéicos, que

son polfmeros de fosfato de ribitol.

Sus colonias son convexas, circulares, grandes (5-8 mm de didmetro). Su
pigmentacion es variable, tanto pueden presentarla, como carecer:de ella. Crece mejor en
condiciones aerdbicas, aunque también lo hace en medio de tioglicolato semisdlido. Crece

bien en concentraciones altas de cloruro sédico (por encima del 10%).

Fermenta la glucosa, maltosa, sacarosal, turanosa y glicerol aerGbicamente.
La mayorfa de las especies, fermentan manitol, fructosa, trehalosa, lactosa y xilitol (cpn
frecuencia di%bilmente). No se observa produccién de 4cidos a partir dé manosa, ramnosa,
xilosa, arabiposa, ribosa, sorbitol, inositol, rafinosa, entre otros. Sélo algunas especies

fermentan la4galactosa, ribosa o gentibiosa.

No reducen el nitrato a nitrito, y generalmente no producen fosfatasa

alcalina. Son, por supuesto, coagulasa negativos. No se detecta hemdlisis. La produccién
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Tabla §.- Identi‘ﬁcacién de las especies de Staphylococcus coagulasa negativos que se aislan en el hombre.-

- T
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de amoniaco a partir de la arginina es débil, pero no asf a partir de la urea.

La caracterfstica m4s notable es la resistencia a la novobiocina, que permite
diferenciarlo de otras especies con importancia clfnica. En la tabla 6, podemos ver las

diferencias mds importantes entre las especies S. aureus, S. epidermidis 'y S. saprophyticus.

Staphylococcus saprophyticus se aisla ocasionalmente en la piel del hombre

o de otros mamfferos. Generalmente est4 asociado a infecciones del tracto-urinario. Estd por
lo tanto impl;cado en cuadros como cistitis, uretritis, pielonefritis, que van aéompaﬁadas con
- abundante bacteriuria. Staphylococcus saprophyticus, es el germén que causa con mds
frecuencia infecciones del tracto urinario en mujeres jovenes adultaé. Estd implicado también
en casos de prostatitis. Estas especies tienen una capacidad espec‘izil 'para‘ adherirse a las

células uroepiteliales mds que a las células de la piel. Esto‘las diferencia de otros

estafilococos coagulasa negativos.
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Tabla 6.- Género Staphylococcus (caracteres diferenciales).-

Caracteres S. aureus S. epidermidis S. saprophyticus
_ )
Coagulasa + - -
Fermentacién manitol + - -
Toxina alfa + - —_
ADNasas termoestables + - -
- Protefna A ‘ + — _
Acidos teicGicos
. Fosfato de ribitol + - +
Fosfato de glicerol - + +
Sensibilidad a novobiocina + + -
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CAPITULO II.-

ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDOS.-

2.1.- HISTORIA (35,50,51).-

El primer producto aislado de este grupo -de antibi6ticos fue la -

ESTREPTOMICINA, descubierta por Waksman y colaboradores en 1944 a partir de una
cépa de Streptomyces griseus aislada de la garganta de un pollo. Este microorganismo habfa
| sidd descritq' por Krainsky en 1914, y dos afios despucs pdr Waksman y por Curtis. El
cultivo original no‘ elaboraba antibidtico y fue mutado mediante irradiaciones por Waksman
y Lechevalier (1953). Su descubrimiento respondié a un programa seriado de biisqueda de
antibidticos a partir de microorganismos del suelo y fue, asf mismo el primer antimicrobiano
activo frénte a Mycobacterium tubercﬁlosis; este trabajo sirvié paEa que Waksman obtuviera

el Premio Nobel.

Posteriormente en 1949, independientemente Waksman y Lechevalier, y .

Umezawa y‘colaboradores aislaron la NEOMICINA de una cepa de Streptomyces fradiae.
El extracto enzimdtico contenfa dos componentes activos qufmicamente muy similares, que
_ han sido denominados NEOMICINA B .y C. La primitiva NEOMICINA A se demostr6
posteriormeﬁte que era un producto de degradacién de los dos anteriores que se conoce con

el nombre de NEAMINA.

En 1953, Decaris obtuvo la FRAMICETINA (qﬁfmicamente andloga a la

"

NEOMICIN% C) a partir de una cepa de Streptomyces lavendulae.
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La KANAMICINA fue aislada en Japén en 1957 por Umezawa y
colaboradores de una cepa de Streptomyces kanamyceticus. La preparacién original era un

extracto enzimdtico que contenfa tres productos: KANAMICINA A, By C.

La PAROMOMICINA fue desarrollada por investigadores del grupo Parke

Davis en 1959, fue aislada de Streptomyces rimosus var. paromomicinus en Colombia. -

En 1961, el grupo Upjohn aporta la ESPECTINOMICINA a partir de

Streptomyces: spectabilis.

3 | A partir del descubrimiento de la KANAMICINA, se intentaron
modificaciones qufmicas en los aminoglicésidos sin mucho éxito al principio. El equipo de
investigacidﬁ de Schering Corporation tomé la decisién de estudiar un grupo poco conocido
d‘é microorg;'inismos, las micromonosporas, como fuente de nuevos ‘antibiéticos. Fruto de
este trabajo fue el aislamiento de la GENTAMICINA de Micromonospora purpurea por
Weinstein y éolaboradores en 1963. La GENTAMICINA result6 ser un complejo integrado

\
por al menos cinco productos (A, B, C,, C,, ¥ C,). En clfnica se emplea un preparqdo sin

los dos primeros.

En 1967, se describe el complejo NEBRAMICINA;, a partir de una serie de
especies de Streptomyces tenebrarius. De los distintos componentes de que constaba éste,

el factor 6 resulté ser el mds activo, se purific6 y se registré con el nombre de

1
"

TOBRAMICINA.

SISOMICINA se obtuvo de Micromonospora inyoensis en 1970. Inicialmente

se llamé RICKAMICINA.

29
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Las LIVIDOMICINAS A y B fueron aisladas en 1971, a partir de

Streptomyces lividus.

La RIBOSTAMICINA fue obtenida de Streptomyces ribosidoficus. Las

BUTIROSINAS A y B no son producidas por' hongos sino por Bacillus circulans (1971).

~

En la actualidad existen una gran cantidad de antibiéticos aminoglicdsidos

casi s1empre derivados de las moléculas originales. Asf tenemos la DIBEKACINA derivado
de la KANAMICINA B. Derivado semisintético de la KANAMICINA A, tenemos la
AMIKACINA La NETILMICINA es la 1-N-etilsisomicina, derlvado de la SISOMICINA

Uno de los 1’1_lt'imos derivados semisintéticos es la ISEPAMICINA que es la 1-N-(S-3-amino-

2-hidroxipropionil) GENTAMICINA B.
2.2.- ESTRUCTURA QUIMICA Y CLASIFICACION (35,66).-

Los aminoglicésidos son alcoholes cfclicos aminosustituidos (aminociclitoles)

unidos glicosfdicamente a uno o varios aminoazicares. Los enlaces glicosfdicos son puentes

de oxfgeno, consecuencia de la reaccién entre el grupo hidroxilo (OH) del aminociclitol y

el grupo OH de un 4tomo de carbono de un aziicar. En la figura 1, podemos observar las
. _ R

estructuras de diferentes aminoglicésidos.

La ESTREPTOMICINA y la TROSPECTOMICINA carecen de

o ool . : o T
aminoaziicares y estdn caracterizados por el aminociclitol actinamina. Hemos encontrado

~ distintas clasificaciones, pero seguiremos aquélla que divide a los aminoglicdsidos en

pseudodisacdridos, pseudotrisacdridos y pseudotetrasacdridos dependiendo del niimero de

aminoazicares unidos al aminociclitol.
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PSEUDODISACARIDOS: Est4n constituidos poriel aminociclitol fortamina
unido'a un aminoaziicar en posicién 6. Se les denomina grupo de la fortamicina. Incluye
antibiéticos tales éom_o FORTAMICINA A (astromicina) (figura 2), C y D,

ESPORAMICINA A, ISTAMICINAS Ay B, y DACTIMICINA (2"-formidoil-astromicina).

PSEUDOTRISACARIDOS: Estdn constituidos por un aﬁinociciitol unidos
a dos aminoazdcares. Segin sea el aminociclitol, tendremos:

‘a) Aminociclitol estrepiidina, donde incluimos la ESTREPTOMICINA,
formada pof la estreptidina unida a una hexosa y una pentosa.

b) Aminociclitol 2-desoxiestreptamina, de donde derivan tres subclases de
_ aminoélicésidbs: los monosusfituidos en posicion 4 (grupo APRAMICINA) (figura 3); los
4,5-disustituidos (grupo BUTIROSINA y RIBOSTAMICINA); los 4,6-disustituidos (grupo

KANAMICINA y grupo GENTAMICINA).

PSEUDOTETRASACARIDOS: Se caracterizan porque presentan tres
azﬁc_a-resf Ei. aminociclitol es la 2-desoxiestreptamina, disustituido en posicién 4,5. A este

grupo pertenecen NEOMICINA, LIVIDOMICINA, PAROMOMICINA.
En la figura 4, podemos observar las estructuras de otros aminoglicdsidos.

Existen otras clasificaciones de los aminoglic6sidos. Asf tenemos la que los
divide en dds _clases; los que contienen estreptidina, y los que contienen desoxiestreptamina.
En el primer grupo encontramos ESTREPTOMICINA, DIHIDI%OESTREPTOMICINA e
aHIDROXIEéTREPTOMICINA. El otro grupo se divide en dos subclases, aquellas en los
que el sustftuyente estdn enlazados en posiciones adyacentes (4,5), donde tendremos a

NEOMICINA, LIVIDOMICINA, PAROMOMICINA, BUTIROSINA y RIBOSTAMICINA;

\
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Figura 4.- Estructuras de aminoglicdsidos y lugares de modificacién enzimitica.
A: espectinomicina; B: estreptomicina; C: neomicina; D: kanamicina B.

Amikacina, gentamicina y tobramicina estdn relacionados estructuralmente con kanamicina B.
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&

y la subclase en la que los sustituyentes estdn enlazados a grupos hidroxilos no adyacentes
s - .

(4,6) donde se incluirfan KANAMICINA, GENTAMICINA (figura 5), AMIKACINA,
SISOMICINA, TOBRAMICINA, DIBEKACINA y NETILMICINA entre otros. Por iltimo

tendrfamos una tercera subclase donde encontrarfamos antibiGticos como HIGROMICINA,

APRAMICINA y ESPECTINOMICINA.

Dentro de las propiedades'ffsico-qufmicas tenemos que los aminoglicésidos

- se presentan como polvos blancos 6 amarillentos, inodoros y sumamente higroscépicos, pero
estables en solucién y resistentes a los cambios de pH (2 a 14); son solubles en agua pero
poco en disolventes orgdnicos. Los productos bdsicos tienen un pH fuertemente alcalino,

mientras que los sulfatos tienden a ser ligeramente 4cidos.

En conjunto, todos estos antibifticos comparten numerosas propiedades

comunes, entre las que destacamos (50,150):

- Caracter. bdsico.

- Su espectro de actividad.

- Su mecanismo de accion.

- Su efecto bactericida que es poco afectado por el indculo.

‘- Su farmacocinética: No absorcién intestinal. Eliminacién por filtracién
glomerular.‘_

- Sinergismo con antibidticos B-lactdmicos y otros antibidticos que actian
Sobr¢ la pared bacteriana. |

| - Ototoxicidad.

- Nefrotoxicidad.
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2.3.- ESPECTRO DE ACTIVIDAD (35,50,59).-

Los antibiéticos aminoglicésidos son de amplio espectro, eficaces frente a
la mayorfa de los gérmenes aerobios. La actividad frente a gérmenes gram positivos estd
 limitada excepto en el caso de los estafilococos y los bacilos gram positivos como Listeria

- monocytogenes.

Los. bacilos gram negativos aerobios, incluyendo Enterobacterias,
|
Pseudomonas y otros bacilos gram negativos no fermentadores suelen ser sensibles a la

accién de los aminoglicésidos de uso clfnico como la gentamicina, tobramicina, amikacina

y netilmicina.

La estreptomicina, kanamicina y amikacina son activos frente a bacilos 4cido
.alcohol resistentes como Mycobacterium tuberculosis. La amikacina también es eficaz en el
tratamiento de infecciones por Micobacterias.
f K
La estreptomicina muestra una accién importante frente a distintas especies
de Pasteurella, Brucella, algunas cepas de Nocardia sp. y Listeria.
'
La paromomicina presenta actividad antiparasitzi"riav frente a Entamoeba
histolytica, Zfaenia saginata e Hymenolepis nana.
H (
La espectinomicina es particularmente activa in vitro frente a las Neisserias

patégenas, fundamentalmente el gonocoéo.
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2.4.- MECANISMO DE ACCION .-

Es importante conocer el modo de accién de los aminoglic6sidos para
comprender el mecanismo de resistencia. El punto de accién de estos antibidticos es el
ribosorha, por lo que es necesario que el antimicrobiano se adhiéra a la superficie externa
de la bacteria, atraviese la pared y la membrana citoplasmdtica, llegue al interior de la célula

y por ultimo alcance las subunidades ribosémicas.
- 2.4.1.- Penétracio’n en la célula microbiana.-
. La penetrécidn en la célula pasa por tres etapas (15,56,173):

Ny

12 ETAPA (EPI).- En esta etapa inicial el antibidtico atraviesa la pared

celular y las capas extracelulares. Los aminoglic6sidos son policationes con cargas positivas
- (de tres a seis cargas) a pH neutro. Se fijan a diferentes puntos f&niénicos de 1a superficie
celular. Esta fase es muy rdpida y no consume energfa. ﬁos sitios de unién son
principalmente lipopolisacdridos y cabeias polares de les fosfolfﬁidos. En bacterias gram
negativés posiblemente sean también protefnas de la membrana externa, .mientras que en

gram positivas sean dcido teicGico y fosfolfpidos.

El mecanismo mds importante por el cual los aminoglicésidos alcanzan el
périplasma y posteriormente el citoplasma en bacterias gram negativas es el transporte por
~ difusién hid‘tofﬂica a.través de poros formados por porinas en la membrana éxtema de la
célula (134). El arﬁinoglicésido difunde a través de estos poros rdpidamente, a pesar de que
el peso molecular es bastante considerable. No obstante la alta caréa caiiénica y el cardcter

hidrofflico de los antibidticos, permite que el poro se agrande y facilite el paso de los
4

39

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



mismos. Esto implica que éste no sea un paso en el que la velocidad de difusién esté
limitada. Sin embargo, la susceptibilidad in vitro a los aminoglicésidos en cepas mutantes
productoras de sé6lo un 3-4% de porinas no diferfa de las cepas no mutantes. Parece ser que

el antibidtico difunde sin problemas a.través de los poros (134).

En bacterias gram positivas la difusién se realiza a través de los intersticios

llenos de agila que forman la capa de peptidoglicano.

A

En Pseudomonas aeruginosa, se ha descrito otro mecanismo ae entrada. Los
lipopolisacdridos de P. aeruginosa son bastante ricos en residuos de fosfatos que se
encuentran esfabilizédos por iones Mg®*. Los aminoglicdsidos pueden desplazar estos iones
uniéndose a los ‘residuos de fosfatos y desorganizando la membrana externa. Esta
desorganizaéién permitird le entrada directa del antibi6tico u otf’;ls moléculas, tales como
lisozima, a las capas més profundas de la pared celular y la membrana citoplasmdtica. Este

mecanismo se denomina autopromotor 6 "self-promoted” (66).

Debido al gran tamaiio de los aminoglicésidos (aproximadamente 1,8 x 1 x .

1 nm) en cqrhparaéién con el tamaiio de los canales de porina ompi’ (aproximadamente 1,16
‘nm), cabrfa gpensar que los antibiGticos atravesarfan lentamente estos canales. No obstante
los canales QmpF son de tres a seis veces mds selectivos para el éatién K* que para el CI".
Esta selectiVidad y el flujo resultante de iones a través del canal estd fuertemente
inﬂuenciado por el tamafio del catién, por lo que algunos autores proponen que el
mecanismo de autopromotor es el mds importante en la entrada 'de los aminoglicésidos a
través de la membrana externa en cepas de Escherichia coli (81). ﬁara estos autores, el paso
a través de la membrana externa tiene una velocidad limitante par; la accién bactericida del

aminoglicésido puesto que se produce un aumento-en los valores de CMI en aquellas cepas
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que presentan mutacién en los residuos fosfatos de los lipopolisacdridos. Los iones Mg?**
aumentan los niveles de CMI y bioqueah el mecanismo de autopromotor, tal como ocurre
en Pseudomonas aeruginosa (82). Ademds se ha comprobado que estas porinas contienen

dentro de sus canales un sitio de fijacién con una K, de 10 a 18 uM para los policationes

(81).

Otras estructuras celulares, tales como la cdpsula 6 glicocdlix pueden tener
algun efecto ‘fmenor. en la'e_ntrada del aminoglic6sido. La mayorfa de estas estructuras son
polisacdridos aniénicos que actian uniéndose al aminoglicsido. La importancia de esta
unién depen&era de las condiciones de pH y fuerza i6nica bajo las cuales se encuentran el
antibiético y el ‘polisacérido. Bajo coﬁdiciones fisiolégicas parece probable que estas uniones

produzcan un retraso sin importancia en la difusion del antibiético.

23 ETAPA (EDP-I).- Esta segunda etapa tiene lugar cuando el

aminoglicdsido atraviesa la membrana citoplasmética, determinante esencial en la acci6n del

antibidtico. Parece que ocurre del mismo modo en bacterias grain negativas, positivas y

probablemente en Mycoplasma (15).

Los aminoglicdsidos policatiénicos conservando su carga positiva, se unen
aun transp&rtador ani6nico no saturable y son empujados a fravés de la membrana
cnoplasmaitlca por la diferencia de potencial creada por las cargas negatxvag al interior de
la célula. Este proceso es dependiente de energfa (15,125). Es probable que se necesite un
nivel umbral mfnimo de diferencia de potencial para que se lleve a cabo el transporte; el
minimo de diferéncia de potencial puede depender de la concentraéién del antibidtico (17).
- También depepde de ello la duraci6n de la fase. Existe una relacion directa entre la magnitud

dela dlferenma de potencxal y la velocidad de entrada y accién bacterlcxda de los antibiGticos
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(56). Las células permanecen viables durante esta fase y la sfntesis de polipéptidos continda.

La naturaleza del transportador de membrana no se conoce bien. Muchos
autores han propuestos quinonas respiratorias que participan en la cadena transportadora de
electrones (15,17,19), citocromos (18), nitrato reductasa (16,18), ya que mutaciones en

algunos de estos sistemas afectan al transporte. No obstante para otros autores la entrada del

antibidtico se debe vinicamente a la diferencia de potencial creada a través de la membrana .

(36);

33 ETAPA (EDP-ID).- Al igual que la etapa anterior, es dependiente de

energfa. Esta etapa se inicia cuando la cantidad de antibidtico presente en el citoplasma es

|

suficiente para unirse a todas las partfculas ribosomales. Cesa la sintesis protéica y comienza

la letalidad de las bacterias.

Los aminoglicésidos se transfieren desde el transportador citoplasmético a
':Sitios espectficos del ribosoma. Su inicio requiere ribosoma‘é susceptibles que estén
interviniend en la sfntesis protéica (56). Una vez que los antibidticos interaccionan con los
ribosomas, se produce una disgregacién de los polisomas y la acuinulacién de complejos de
iniciacién aberrrantes de ARNm y ribosomas 70S que conducen a la inhibicién de la sintesis

- protéica.

Desde que se produce la inhibicién de la sfntesis de protefnas, aumenta la

¢

velocidad de acumulacién de los aminoglicésidos. Esto no es debido a un aumento de la
diferencia de potencial celular, sino parece ser que se debe ala unién de los aminoglicésidos
con los ribosomas 70S procedentes de la degradacién de los polisomas. Esto hace que se

‘cree un gradiente de antibiGtico entre el exterior y el interior de la célula (17). Otra causa
p

1
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de este aumento de velocidad puede ser una alteracién de la permeabilidad de la membrana

(56).
2.4.2.- Accion de los aminoglicdsidos sobre el ribosoma diana.- :‘

Los aminoglicdsidos actian uniéndose al ribosoma bacteriano, modifican la

transcripcién de la informacién contenida en el ARNm con la incorporacién de péptidos

aberrantes no funcionales que originan la muerte bacteriana. Son por tanto antibi6ticos

bactericidas.

Se ha comprobado que los grupos aminos juegan un papel primordial en la
actividad antibacteriana (51,66). La unién del antibiético al ribosSma se lleva a cabo por
medio de estos aminogrupos (51).

En ur,x principio, se pensaba que el sitio de unién de los antibiéticos era la
subunidad 30S (148,149), no obstante se ha visto que los aminogl!icdsidos se pueden unir -
tanto a la sub{midad 308 cofno ala SOS p.or'medio de las protefnas (58) 6 del ARNr (172).
Esta unién produce una alteracién del ribosoma que afecta al recondcimiento del aminoacil-
ARNL, a la traslocacion, a la liberacion de los polipéptidos y causa errores en la lectura.

. El mecanismo de accibn mds ampliamente estudiado es el de la
estreptomicina. Este aminoglic6sido se une a la subunidad 30S. Para que sea efectivo, el
ribosoma debe estar en plena lectura del ARNm. Esta unién requiere la presencia de las
protefnas S3, S5 y S12, mientras que las protefnas S9 y S14 (510) l"éstimulan Ia unién (58).

La estreptomicina no impide la formacién del complejo de iniciacién (30S-ARNm-f-met-

ARNt) pero provoca la liberacién del f-met-ARNt. Promueve':v'la unién arbitraria del
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aminoacil-AR‘Nt e inhibe la liberacién del ARNt desacilado. La estréptomicina no sélo afecta
a aspectos de las distintas fases de la sfntesis protéica, sjno que tamfaién causa falsas lecturas
que traen consigo la produccién de protefnas no funcionales, lo qu.e ha sido achacado a una
deformacién'vdel sitio éceptor de la propia subunidad 30S, con confusién de los tripletes

lefdos sobre el ARNm.

El resto de los aminoglicésidos actiian de forma similar, con puntos de unién .

diferentes, 6 bien variando la fase de la sintesis protéica sobre la que actiian. Tenemos que

la amikacina se fija a la subunidad 50S.

La alteracidén de la protefna L6 de la subunidad 50S causa resistencia a la
gentamicina (1). La resistencia a la kanamicina estd asociada con la metilacién del ARNr

16S (172).

La espectinomicina se une a la protefna 4, 'y a diferencia de los
aminoglicdsidos . propiamente dichos, no causa falsa lectura en la sintesis de los
polinucledtidos de la bacteria, aunque interfiere, al igual que ellos, en la funcién de la

subunidad 30S del ribosoma (35).

La resistencia a 1a neamina est4 relacionada con mutantes de las protefnas

817, S5 y S2 (58).

Algunos antibidticos como higromicina B ademds pueden actuar sobre

ribosomas eucariotas e inhibir la sfntesis de protefnas (58).

Sin embargo, muchos autores han demostrado que la accién bactericida de
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los aminoglicésidos no sélo se explica con el efecto sobre los ribosomas y sintesis protéica.

‘Asf tenemos que se ha descrito en distintas ocasiones el efecto de los aminoglicdsidos sobre

}

las membranas celulares (40,208); se ha propuesto como explicacién a este proceso el hecho
que una falsa protefna se incorpore a la membrana provocando el escape de pequefias
moléculas, interfiﬁendo con la secrecién de protefnas de la membrana 6 bien dafiando su

integridad (40). Matsunaga y colaboradores (127), han demostrado que los aminoglicésidos

.

pueden inhibir la iniciacién de la replicacién del ADN probablemente por la interrupcién de .

la unién del ADN a la membrana.

Esta multiplicidad de efectos 6 pleiotropismo (bloqueo de ribosomas,
alteracién en .la traslocacién, efecto sobre la membrana y entrada irreversible del
antibidtico), hace que atn se desconozca cual es el verdadero mecanismo de accién de los
aminoglicdsidos, aunque probablemente el resultado de estos fenémenos provoque el efecto

bactericida.

%

2.5.- TOXICIDAD DE LOS AMINOGLICOSIDOS (35,50).-

Una caracterfstica comiin a todos los antibidticos aminoglicdsidos es la
toxicologfa especffica y perfectamente delimitada. Destacan tres sfntomas con claridad: los
producidos en el ofdo interno, en el rifién y en la placa neuromuscular. El mecanismo por
el cual se pr(;ducen estos efectos toxicos no se conoce bien. Se han barajado causas como
la interacéién del antibidtico con los fosfolfpidos, ATPasa, fosfolibasa lisosomal (24), con

el metabolismo oxidativo de los neutréfilos (167), etc.

En la nefrotoxicidad, la explicacién del dafio debe buscarse en las elevadas

concentraciones alcanzadas por estos antibiGticos, tanto en la orina como en la corteza renal.
. . :
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La nefrotoxicidad va a depender de la velocidad y cantidad con que se realicen los procesos
de absorcién, distribucién y eliminacién. Por lo tanto dependerd de la situacién
fisiopatoldgica del paciente en lo referente al volumen de agua corporal y capacidad de
~ funcionamiento rena;l. La velocidad de eliminacién y el comportamiento distributivo de los
farmacos estdn alterados en los neonatos, por lo que hay que tener en cuenta estos factores

a la hora de establecer pautas de dosificacién (53).

“El aminoglicésido tras ser filtrado por el glomérulo es captado por las

células -del épitelio tubular renal. Esta céptacidn consiste en la unién por fuerzas

electrostdticas al fosfatidilinositol de la membrana. La nefrotoxicidad inicial es tubular,

¥

aunque pueden darse casos de glomerulosis secundarias (59). Mds llamativa es la alteracién
debida a la acumulacién de cuerpos mieloides en los lisosomas de las células del tibulo

'

préximal (24).

~ La ototoxicidad se manifiesta tanto en la porcid""n coclear como en la
vestibular. Los ataques a la rama coclear suelen ser leves, pasando il‘;_ladvertidos en los tonos
normales de c‘('_)nversacidn;} afecta a las frecuencias mds altas, pero si continta el tratamiento
relultan afectados los tonos de baja frecuencia, llegando a sordera completa. La afectacion
de la rama vestibular puede ser i;reversible aunque interrumpiendo el tratamiento se puede

1

conseguir una recuperacion al cabo de dos meses.

. El blogueo neuromuscular es menos frecuente que los cuadros anteriores y
- reviste menor gravedad. Se ha presentado en pacientes con insuficiencia renal previa 6
afectos de miastenia gravis, en hipoxia 6 en los que se empleen sedantes, anestésicos 6

curarizantes. Se manifiesta con una parilisis respiratoria.
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CAPITULO III.-

MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS AMINOGLICOSIDOS.-

L]

Se han identificado al menos, tres tipos de mecanismos de resistencia:
resistencia ribosémica, alteracién en el sistema de transporte y modificacién enzimdtica del

antibié6tico. g
3.1.- RESISTENCIA RIBOSOMICA.-

Las protefnas de las subunidades que se combinan con los aminoglicdsidos,
estdn codificadas por un gen del cromosoma bacteriano. Una mutacidn de este gen puede
originar un defecto en la afinidad del ribosoma por el antibi6tico, y por tanto la ineficacia

de éste ultimo.

P

Se han aislado a partir de especfmenes clfnicos distintos tipos de mutantes

resistentes a diferentes aminoglicdsidos.

Las cepas con altos niveles de resistencia a estreptomicina poseen mutaciones
a nivel del g'en rpsL.. Estas mutaciones se producen por alteraciones de las protefnas S12,
- S3yS5 (15,58). La resistencia ribosémica a la estreptomicina se ha encbnfrado en distintos
aislados, asf tenemos Neisseria gonorrhoeae, Enterococcus, Staphylococcus aureus 'y

Pseudomonas aeruginosa (56,122).

Alteraciones en la protefna S5 provocan aumento en los niveles de resistencia

ala es_pectinbmicina (15). Mutaciones en los genes que codifican las protefnas S5y S12, y

LS
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modificaciones en la S17, causan resistencia a la neamina (15,58)1. ,

Se ha descrito resistencia a gentamicina debida a una mutacion de la protefna

L6 transformada (1).

La resistencia a kanamicina est4 relacionada con la metilacién del ARNr 16S

en Streptomyces tenebrarius (172); también se ha visto resistencia a nebramicina e istamicina

(15). No se han obtenido mutantes resistentes a los antibidticos que contienen

desoxiestrep;tilmina; parece ser que estos derivados poseen numerosos lugares de fijacién en

los ribosomas, pori lo que si se produce la mutacién en una séla protefna no se traduce en

| resistencia, exéepto si una segunda modificacién reduce signiﬁcativamente los mecanismos
de transporte (15,56,66).

La resistencia ribos6mica sélo tiene importancia clfnica como mecanismo de

‘resistencia para aminoglicésidos tales como estreptomicina y quiz:iéf espectinomicina. Se han

descrito aislados de Neisseria gonorrhoeae resistentes a espectinomicina a nivel del ribosoma

(15).

I
s

Para reconocer este mecanismo de resistencia, se pfocede a estudiar in vitro,
la sintesis de?'uprotefnas ribos6micas. Para ello se ponen en presencfia del extracto celular de
una cepa seﬁéible a estreptomicina, ribosomas, ARNm y aminodcidos marcados con “C y
se mide inmédiatamente la incorporacidn de radioactividad en la porcién de material soluble
en el égido fricloroacético, es decir las protefnas. Al afadirle esfreptomicina se inhibe la
incorpofacidh de material marcado en las cepas sensibles, mientras que en las cepas

resistentes no hay variaciones.
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Las altéraciones ribos6micas son sucesos mutacionales que ocurrenraramente
por lo que tiénen poca importancia desde el punto de vista clfnicoff No obstante se ha visto
que organismos productoreé de aminoglicésidos presentan como mecanismo de defensa
ribosomas resistentes, por lo que hay que considerar la importancia de este mecanismo de

resistencia (1"72)‘.
3.2.- RESISTENCIA POR ALTERACION EN EL TRANSPORTE.-

Este mecanismo provee de un bajo nivel de resistencia cruzada entre la
- mayorfa de los aminoglicésidos. Generalmente los distintos autores se refieren a €l como
- impermeabilidad consecuencia de mutaciones que afectan a la generacién de energfa en la

membrana celular.

La difusion pasiva a través de la membrana interna requiere aporte de
energfaven sus dos ultimas fases (EDP-I1 y EDP-II). Esta energfa es proporcionada por el
sistema _respifatorio aerobio (fosforilacién oxidativa). Cualquier alteracién que afecte a la

producci6n de esta energfa podrd causar resistencia a los aminoglicdsidos.

Se han encontrado mutantes resistentes que pres?’éntan deficiencias en el
sistema de transporte de energfa; por ejemplo: en el citocromo d (16), citocromo ¢552 (16),

nitrato-reductasa (18), quinonas (17,19), etc.

Asf mismo, condiciones anaerébicas (125) que disrffxinuyen la diferencia de

potencial a trdvés de la membrana 6 el pH 4cido y cambios en la osmolaridad (36) hacen que
\ a\
se produzca una disminucion en la eficacia de los aminoglicésidos. La glucosa como fuente

)
i

de carbono disminuye la diferencia de potencial y aumenta la resistencia al disminuir los

P
¢
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niveles de AMP ciclico (15).

Ciertos gérmenes tales como Pseudomonas y Staphylococcus, presentan una

membrana impermeable por la existencia de cationes divalentes (Ca’*, Mg?*, Mn®*) que

parecen disminuir la sensibilidad a estos antibiéticos.

De este modo se explica que los gérmenes anaerobios facultativos, como los
estreptococos, con una cadena incompleta de transportadores de electrones, sean resistentes

de forma nat;\‘xral a los aminoglicésidos (66).

| Se Aha informado de cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
determinados aminoglicésidos codificados por pldsmidos conjugativos, pero que no estaban
asociados a enzimas modificadores de aminoglicésidos, ni ribosomas resistentes a estos
antibiéticos (15,37). El mgcanismo de resistencia parece que es debido a una carencia de

acumulacién del antibidtico, pero las bases ain se desconocen (153.

s
L

Para demostrar una resistencia de este tipo, hace falta incubar los
\ '

microorganismos con el antibiético marcado. A intervalos regulares de tiempo, se hace pasar
el medio de cultivo pof filtros que retienen las bacterias y se rﬁide la radioactividad en
dichos filtros; ésta reflejard la cantidad de aminoglicésido que ha éhtrado en las c‘élulas.
Se ha. detectado en bacterias gram negativas y gram positivas la seleccién
de colonias resistentes alarlninogli}cdsido»s usando bajos niveles dé aritibiético. En algunos
casos esta resistencia es estable y en otros es inestable y revierte rﬁpidamente (15).

Daikos y colaboradores (34) han caracterizado este tipo de resistencia que

4

4
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&

 viene dado por una regulacion en la entrada del antibiGtico en la fase dependiente de energfa
(EDP-II). El motivo por el cual se produce. esta regulacién en la entrada del antibiético no
se conoce bien; pero podrfa estar ocasionada por la existencia de lipopolisacdridos

anormales, deplecion de una protefna transportadora 6 colapso en el potencial eléctrico (88).

3.3.- RESISTENCIA POR MODIFICACION ENZIMATICA DEL

- AMINOGLICOSIDO.-

Desde el punto de vista clfnico, las resistencias causadas por las enzimas
modificadoras de aminoglicdsidos son las que revisten mayof interés. El antibidtico
modificado no‘ se une a los ribosomas y de este modo no se inhibe la sfntesis de protefnas
(56). Asf mi-\gmo se observa una reduccién en el transporte de los aminoglicésidos al interior
de la célula (17). La sintesis de estas enzimas parece ser conétitutiva por lo que en principio

es independiente de la presencia del antibidtico.

El mecanismo por el cual la modificacién enzimdtica causa resistencia a los
aminoglicésidos no se conoce con exactitud. Algunos autores (39) proponfan que los

aminoglicésidos modificados bloqueaban la entrada del resto de los antibicticos al interior

i
de la célula. Pero posteriormente se vi6 que la modificacién no era efectiva en la inhibicién

- dela él’nt'esis de protefnas al no unirse al ribosoma y ademds estas enzimas modificadoras
de aminoglic6sidos no parecfan impedir la entrada de los antibidticos en la 22 etapa (EDP-I),
por lo que sé propuso que el mecanismo era una inactivacion (169).
q
No obstante la resistencia no se debe tnicamente a una inactivacion del
~ antibidtico, a pesar‘ de que exista una correlacién entre la resistencia a un antimicrobiano

dado y la presencia de enzimas modificadoras. Algunos autores hari:-llegado a esta conclusién
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observando que s6lo una pequefia proporcién de antibidtico es modificado en el medio
extracelular por bacterias productoras de enzimas modificadoras' de aminoglicésidos; la
modiﬁcacién.ocurre en el interior, lo que excluye la detoxiﬂc;acién del medio como
mecanismo de resistencia (56). Ademds se ha demostrado que algunas enzimas modificadoras

"’) - .;:‘ . ‘ .
se enuentran en la cara interna 6 en la cara externa de la membrana citoplasmdtica.

Otros autores han correlacionado la presenﬁia de enzimas modificadoras con
una disminucidn del transporte de los aminoglicésidos (17). Las bécte_rias resistentes a los
aminogiicdsidos por este mecanismo muestran sélamente las etapas 1* (EPI) y 22 (EDP-])
de transportelédel antibiético. La 32 etapa (EDP-II) es la que dismihuye (17). El antibiético
que logra penetrar en el citoplasma durante la 22 fase es inactivado por lo que la 32 fase
no se produce. De este modo, la resistencia vendrd determinada pbr la competencia entre
la velocidad de entrada (EDP-I) y la modificacion del antibidtico. El factor m4s determinante
en este proceso es la afinidad de la enzima por el sustrato, de manera que si tiene gran
aﬁnidad la modificacién del antibiGtico comienza a bajas concentra(;iones del mismo y podr4
superar la velocidad de entrada por lo que la bacteria serfa resistent‘é al no inhibir la sfntesis
protéica. Poréel cohtrario, si la enzima tiene poca afinidad, la car{tidad de antibidtico que
entra §uperara a la velocidad de modificacion, 1a cantidad de antibidtico sin modificar serd
suficiente para entrar en el citoplasma, unirse a los ribosomas y ejercer su efecto bactericida.

. Esto explicaf(a que algunas cepas que son fenotfpicamente sensibles a determinados

aminoglicdsidos, sean a la vez productoras de enzimas modiﬁcédoras‘ (15,56,148,204).

(Figura 6).

Se han detectado mutantes con un incremento en la actividad enzimdtica
producida por un aumento del mimero de copias del pldsmido que codifica dicha enzima

(11). Estos mutantes se muestran resistentes a aminoglicésidos a loé’ que la cepa original era
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Ag: aminoglicésido; S-Ag: aminoglicésido modificado; E: enzima modificadora; T: transportador.

Figura 6.- Resistencia a aminoglicésidos mediada por la competitividad entre la modificacién

enzimitica y la acumulacién del antibigtico.-
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sensible. También se han detectado mutantes con altos niveles enzimdticos codificados

_genéticamente por cromosomas (174).

E! uso de inhibidores competitivos de la actividad enzim4tica tales como la
7-hidroxitropolona, inhibidor de la ANT(2"), puede inhibir la inactivacién causando
disminuci6n en los niveles de resistencia, haciendo que la bacteria se transforme en sensible.

"~ No obstante m4s adelante hablaremos de los distintos inhibidores estudiados.

La localizacién de las enzimas modificadoras de aminoglicdsidos €s un poco
confusa. Inicialmente, se sugiri6 que estaban localizadas en el espacio peripldsmico de las
~ bacterias gram n‘egativés porque se liberaban grandes cantidades tras choques.osméticos. No
obstante es diffcil imaginar ¢c6mo enzimas que requieren cofactores altamente energéticos
como ATP ¢ "Acetil-Coenzima A puedan ser activas en el periplasma. Experimentos
posteriores con APH‘(3’). en Escherichia coli realizados por Perlin y bcolaboradorés (145),
mostraban que las eniimas estaban localizadas en el citoplasma. Estos autores concluyeron
que las enzimas se encontraban en la cara interna de la membrana citoplasmdtica, pero
N formando parte de una protefna de membraﬁa, puesto que fracciones purificadas de la
membrana de éepas resistentes mostraban actividad.

Este mecanismo de resistencia es muy eficaz para la bacteria productora de
dichas enzimas, pues s6lo necesita inactivar el antibiético que penétra en la célula, no el
prmesente en el medio. Por ésto, el crecimiento de las cepas resistentés a los aminoglicGsidos
presentan poc6 6 ningun efecto in6culo (37).

" Las enzimas modificadoras de aminoglicésidos se encuentran generalmente

codificadas por genes de naturaleza plasmidica 6 por transposones, lo que al contrario de los
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otros mecanismos de resistencia puede originar una transmisién epidémica. También se han

localizado estos génes en el cromosoma bacteriano.
3.4.- INHIBIDORES Y NUEVOS ANTIBIOTICOS AMINOGLICOSIDOS.-

Uno de los modos de eludir la resistencia enzimdtica a los aminoglicésidos

ha sido la modificaci6n estructural de los antibi6ticos, dando lugar a derivados que ya no .

eran sustrato_s de las enzimas. La deoxigenacién, acetilacién 6 alquilacién de grupos sujetos
al ataque enzimdtico (6 de grupos capaces de prevenir o reducir el ataque enzimdtico) ha

supuesto la aparicién de agentes efectivos con una sensibilidad reducida a las enzimas

modificadoras.

Asfsurgieronamikacina (1-N-aminohidroxibutiril-kanamicinaA); netilmicina
(1-N-etil-sisomicina); habekacina (1-N-aminohidroxibutiril-dibekacina) e isepamicina (1-N-
aminohidroxipropionil-gentamicina B). Estos derivados semisintéticos adquirirfan el cardcter

de no modificables al quedar protegidos determinados radicales diana.

No obstante, en algunos casos mientras aumenta l;':l resistencia a las enzimas
modificadoras se produce una disminuci6n en la actividad intrfnséca del agente.
G ' L
También se ha utilizado eliminar algunos radicales y proteger otros, como
el BB-K311, que es el 4’-deoxi-6’-N-metilamikacina, que logra la estabilidad frente a

enzimas ANT(4’)(4") y AAC(6’), que inactivan la AN (66).

Otra alternativa para superar la inactivacién enzimitica es la inhibicién de

‘las enzimas. La aportacién m4s destacada ha sido la de Allen y col. (66), que demostraron

J
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la prdp’iedad de la 7-hidroxitropolona (7-HT) de inhibir la nucleotidasa ANT(2"). La 7-HT
es un producto natural elaborado por Streptomyces neyagawaensis que potencia la actividad
de antibiGticos aminoglicésidos frente a cepas bacterianas resistentes por un mecanismo de
2"—O-nucleotidilaci6n. La inhibicién se produce por la competencia de la 7-HT con el ATP
por la enzima, aunque serfa preferible que compitiese con el aminoglicésido. De este modo
serfa un mejor potenciador ya que la K,, para el antibidtico ‘aumenta, retrasando su
" inactivaci6n. A pesar de ésto, la combinacién de TM y 7-HT ha sido eficaz en el tratamiento
de infeciones experimentales en ratén causadas por una cepa de Klebsiella pneumoniae
p}'oductora de ANT(2"). Ademds la 7-HT facilita la penetracién de TM, que al no estar
modificada interacciona con el ribosoma e incrementa la captacién por la bacteria de nuevas
moléculas de aﬁtibiéticds. Por el contrario,' la ausencia de 7-HT condiciona que sélo llegue

a los ribosomas adenilato de TM porque la captacién del antibi6tico es pobre.

La 7-HT compite con el ATP, pero no es eficaz frente a las

fosfotransferasas, que utilizan el ATP como donador de fosfato.

Se han propuesto otros compuestos como inhibidores, pero no se han usado
hasta ahora;f‘ por ejemplo, 3"-N-metil derivados como inhibidores de la AAD@3");
compuestos 3’-deoxiderivados, inhibidores de APH(3") y 6-hidroxiderivados, inhibidores de
la AAC(6) (15).

La amplia variedad de enzimas exigirfa inhibidores de amplio espectro, lo

que no se ha logrado ni parece factible.
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CAPITULO IV .-

ENZIMAS MODIFICADORAS DE AMIN OGLICOSIDOS;-

4.1.- INTRODUCCION.-

Las enzimas modificadoras constituyen el mecanismo mds frecuente de

resistencia a los antibiéticos aminoglicésidos.

Como hemos visto en el capftulo anterior, la presencia de una enzima
" modificadora no implica necesariamente la elevaci6n de la concentracién minima inhibitoria
y la consiguiente resistencia, ya que va a depender del balance entre la tasa de inactivacién

enzimdtica por un lado y la tasa de transporte por otro.

Los mecanismos bioqufmicos de modificacion enzimdtica de los
aminoglicsidos son de tres tipos: N-acetilacién, O-nucleotidilacion y O-fosforilacién. Para
cada una de estas reacciones existen distintos grupos de enzimas qde atacan grupos aminos

6 hidroxilos éSpecfﬁCos.

Las enzimas que acetilan se denominan acetilasas o acetiltransferasas siendo
sus siglas AAC; las que nucleotidilan se llaman nucleotidiltransferasas ¢ nucleotidasas ¢
adenilasas, sus siglas son ANT 6 AAD. Por tiltimo, las que fosforilan, reciben el nombre

~_de fosforilasas 6 fosfotransferasas, siendo sus siglas APH.
El sitio de modificacién se indica por un nimero colocado entre paréntesis
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después de las siglas de la enzima. En general las posiciones del 1 al 6 corresponden al
anillo aminociclitol. Las del aminoazicar en la posicién 4 del aminociclitol, vienen dado por

 mimeros del 1’ al 6°; laS del aminoazdcar en posicién 5 6 6 del aminociclitol, del 1" al 6".

" En algunos casos nos podemos encontrar a contin&ﬁcidn de las siglas de la
enzima mimeg:os romanos, por ejerriplo APH(3")-1, que fosforila a“illé lividomicina pero no
a la butirosina; asf como la APH(3’)-Il que fosforila é la butirosina pero no a la
" lividomicina. Se tratan de formas moleculares de la misma enzima denominadas aloenzimas

6 isoenzimas: gué difieren en sus caracterfsticas fisico-qufmicas y en su especificidad de
‘Asustrato, aunqﬁe la‘reaccién que catalizan es idéntica. Algunos de estas isoenzimas estdn muy
| relacionadas, debido a que los cambios genéticos que las distinguen son mfnimos, como el

de un par de bases suficientes para alterar las propiedades de las mismas.

. \
Algunas enzimas pueden modificar dos posiciones distintas. Por ejemplo, la
" ANT(4")@"), que modifica a la dibekacina en posicién 4" si su configuracion es ecuatorial,

ya que este antibidtico no posee grupo OH en 4°, sino en 4".

"4.2.- ORIGEN Y EVOLUCION DE LAS ENZIMAS MODIFICADORAS DE

AMINOGLICOSIDOS.-

“ Poco se conoce sobre el origen de las enzimas modificadoras de
_ ‘ :
aminoglicdsidos y la relacion existente entre ellas.
Los eficientes mecanismos de resistencia a aminoglicésidos que presentan
las distintas especies bacterianas y sobretodo el producido por la modificacién enzimdtica,

han planteado el por qué de su origen. ’
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Lo mds probable es que los determinantes de resistencia ya existieran, pero
la misma funci6n tenfa otra aplicacién distinta, y al cambiar de microorganismo huésped
- pasara por ejemplo, de la bios{ntesis de antibidticos a causar resistencia a los mismos. Esta

" hipétesis nos lleva a considerar a los microorganismos productores.de aminoglicésidos y los
determinantes plasmfdicos de resistencia como fuentes potenciales para las bacterias
patégenas. Es evidente que los microorganismos deben poseer mecahismos protectores frente

a los propios;antibidticos que elaboran para asf evitar el suicidio. k

En los organismos productores de aminoglicésidos se encuentran mecanismos
de resistencig de las cepas clinicas y viceversa, aunque existen ekcepciones (tabla 7). Un
ejemplo de estas excepciones son las nucleotidasas, que se han encontrado en aislados
clfnicos grari; positivos y gram negativos y nunca se han detectado en microorganismos
productores de amirioglicdsidos. Es importante seiialar que la nucleotidilacién, es una
modificacién de elevado gasto energético, consumiéndose ATP. La procedencia real de las
nucleotidasas .podrfa ser fosfotransferasas mutadas ¢ bien antiguos restos de una forma
reversible de _‘activacién ¢ inactivacién de una molécula glicosfdicéf de funcién desconocida
(66).

Y OEl papel que desempeiian las enzimas modificaci.oras en estreptomicetos
' producfores de amiqoglicdsidos, como hemos dicho, puede ser de tipo protector,
modificando su propio ARN ribosomal 6 las moléculas de antibiGticos que sintetizan. Es m4s
util la modif‘:lcacidn que la inactivacién, ya que el ahtibiético conserva capacidad para
destruir otros microorganismos. De hecho, los genes que‘ codifican las enzimas
modiﬁcadorzé son parte integrante de los racimos de genes biosintéticos. Posiblemente las
AACs y APHs actdan regulando las rutas biosintéticas. Ha sido ur;a prﬁeba inequfvoca que

la clonaci6n de genes de resistencia en organismos productores de aminoglicésidos mejorase
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Tabla 7.- Microorganismos productores de aminoglicdsidos y mecanismos de resistencia

frente al antibidtico sintetizado.-

ORGANISMO ANTIBIOTICO MECANISMO

Streptomyces fradiae : Neomicina B Fosforilacion (APH)

Acetilacién (AAC)
Micromonospora purpurea Gentamicinas Modificacién 16S RNA

Streptomyces:kanamyceticus Kanamicina A Acetilacién (AAC)

Al
: Alteracién ribosomal

Streptomyces griseus Estreptomicina Fosforilacion (APH)
Streptomyces hygroscopicus ‘Higromicina B Fosforilacién (APH)

* Bacillus circulans : Butirosina Fosforilacién (APH)

"
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el rendimiento en la obtencién de antibidticos (66).

Las fosfotransferasas APH(3’) se han elegido habitualmente como bmodelo
para estudiar la evolucién y la'transfere.ncia genética de Ia resistencia a los aminoglicésidos
eh condiciones naturales (190). Comparando la secuencia de aminodcidos de las enzimas
APH(3’)- del transposén Tn903 y APH(3’)-II del Tn5, detectadas en gérmenes gram
negativos con la APH(3’)-Ill de Staphylococcus y Streptococcus; con la APH(3’)-1V de

Bacillus circulans (productor de la butirosina) y con la APH(3’ )-V de Streptomyces fradiae

(productor dé neomicina), observamos que han derivado de un antecesor comin (190).

No obstante, la secuencia de amino4cidos del gen aphA-7 que codifica la
APH(3’)-VII aislada en Campylo_bact‘er Jejunii sugiére que los Campylobacter poseen
determinantes de resistencia endémicos, los cuales han derivado previamente de otras
APH(3’)s. Es posible que estos geﬁes evolucionaran a partir de genes de otras enzimas
celulares en vez de ser adquiridos de fuentes exdgenas, tal como podrfa ser un

microorganismo productor de antibidtico (179).

Sin embargo, el gen que codifica la APH(3’)-1Il en Campylobacter es
" idéntico al dé Streptococcus, constituyendo una evidencia de transferencia de ADN entre

gram positivos y gram negativos.

Los microorganismos productores de antibiticos constituyen una fuente
caracterfstica de pldsmidos de resistencia; queda por dilucidar c6mo se han formado. Los
mecanismos cie transposicién ofrecen la explicacién mds coherente, a lo que contribuye
- también la gran variedad de transferencia genética intergenérica e interespecffica. El flujo

genético parece iniciarse en los estreptomicetos productores de antibidticos, propagdndose
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luego a otros gérmenes gram positivos y gram negativos. Apoya esta hipétesis el hallazgo
de genes idénticos en gram positivos (estafilococos y estreptococos) y gram negativos

(Campylobacter spp.) (8,187,190).

Recientemente se ha descrito la aparicién de la ANT(4’) en cepas de
Enterobacterias y Enterococcus (23,90,100), siendo esta enzima tfpica de Staphylococcus.
Este hecho refuerza la hipétesis de que bajo condiciones naturales los marcadores genéticos

de bacterias gram positivas se pueden transferir a Enterobacterias.:

4.3.- FOSFOTRANSFERASAS.-

Estas enzimas catalizan la transferencia de un grupo-fosforilo a un hidroxilo

diana. Puede utilizar como cofactores los nucledtidos trifosfato de adenosina (ATP), de

© citosina (CTPi, guanosina (GTP) 6 uridina (UTP), ya que las enzimas APH, en realidad son
fosfoquinasas, toman un fosforilo y lo transfieren al aminoglicésido. Las fosforilasas pueden

modificar las posiciones 3,2",3",5",6y4.
4.3.1.- APH(3)).-

Catalizan la trahsferencia de un grupo fosforilo a un grupo hidroxilo (OH)
- en posicién 3 de la aminohexosa de la kanamicina y aminoglicésidos relacionados
estructuralmente y al hidroxilo en posicién 5" de la lividomicina. Distinguimos siete tipos

de APH(3’) segiin su especificidad de sustrato y su secuencia genética.

APH(3’)-I: Umezawa y col. (201) determinaron esta enzima por primera

vez en E. coli que portaba un pldsmido de resistencia de Shigella sonnei. Las cepas
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productoras de esta enzima se mostraban resistentes a KM, NEO, PM, RM y LM. Fosforila
el hidroxilo en posicién 3’ de la KM, NEO, PM y RM y en 5" el OH de la LM. No

fosforila el OH en 3’ de la BT ni de la ISE (69).

La APH(3)-1 se ha encontrado en diferentes microorganismos, asf tenemos

Enterobacterias (15,87,137,201); en Pseudombnas'aeruginosa (15,126); Campylobacter

(139); Haemophilus (163) y Acinetobacter (43), no encontrdndose en gérmenes gram .

positivos (59).

Matsuhashi y col. (126), encontraron en enzinfésde diferentes fuentes
algunas discrepancias en cuanto al peso molecular, pH 6ptimo y afinidades por el ATP, KM
y LM. Determinaron el peso molecular de la APH(3")-I en E. coli y encontraron un valor

de 54 Md, y" en dos cepas de P. aeruginosa que eran de 27 y 62 Md.

Philips y col. (148) aislaron de Haemophilus parainfluenzae una variante de

APH(3’)-I a la que denominaron APH(3)-Ib, puesto que la KM era un sustrato mds débil.

El gen que codifica esta enzima se encuentra en ﬁlésmidos y transposones,
hasta siete diferentes Tn6, Tn602, Tn903, Tnl521, Tn16§9, Tn2350 y Tni1525
(43,188,189,212). Asf mismo se ha demostrado que existe una diversidad de genes que

codifican esta enzima (212).

APH3’)-II: Yagisawa y col. y Brzezniska y col. (ZTOO) independientemente,
describieron una fosforilasa a la que denominaron APH(3’)-1I (51). Esta enzima fosforila el
. OH en posicién 3’ de la KM, RM, PM, NEO y BT, pero no modifica el OH en 5" de la

LM, ni tampoco a la ISE (69).
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* Los microorganismos que presentan esta enzima son resistentes a KM, PM,

RM, NEO y BT, y sensibles a la LM.

. La APHQ@')I se ha encontrado en P.ageruginosa (65,126,138), en
Enterobacterias (51,65,146), Acinetobacter (131) y en Bacillus circulans (microorganismo

productor de la butirosina) (22).

~ Kayser y-col. (96) detectaron una fosforilasa APH(3") en una cepa de

~ Staphylococcus epidermidis y en una cepa de Staphylococcus aureus que modificaba a NEO

" " ByC,PM, GM A, KM A, By Cy BT. Pensaron que se trataba de una APH(3)-11, pero

abandonaron esta idea al ver que la AN era débilmente fosforilada en estas cepas. Dedujeron
que se trataba de otra isoenzima.

? " No obstante, se encontr6 una APH(3’)-Il que fosforilaba a la AN sin
' provocar resisgtencia (146). Bongaerts y col. (11), observaron que cepas mutantes resistentes
a AN, mostré_ban una elevada actividad enzimdtica debido a un aumento del mimero de
copias del plaigmido que codificaba la enzima. Esto estd en concordancia con lo observado

por Martfnez y col. (124) que argumentan la importancia que puede tener la dosis génica en

la resistencia a antibi6ticos mediada por enzimas modificadoras.

" El gen que codifica esta enzima se ha encontrado én plésmidos (11,146) y

Wk

en transposonés TnS (15,126).

i1
14

" El peso molecular de la enzima varfa entre 25000 y 27000 daltons, y el pH
6ptimo se ha determinado en 8,4 (15,126). Los valores obtenidos de enzimas procedentes

de Enterobacferias no difieren de las procedentes de Pseudomonas. Las APH(3')-1I de
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diferentes fuentes muestran propiedades similares (126,148).

Para diferenciar por el método radioenzimético la actividad APH(3")-1 de la
APH(3’)-H nos basamos en la diferencia de incorporaci6n del cofactor radioactivo en la BT
6 enla LM.\' Cuando esta incorporacién de radioactividad (cpm) en la LM es cinco veces

- mayor que ei; la BT se dice que se trata de una APH(3’)-1. Si es al revés, la APH(3’)-1I es

la caﬁsante de la modificacién. Por medio de sondas genéticas se han comprobado los

@

resultados obtenidos mediante este criterio y cohcuerdan (212). Cuando el nivel era similar,
se pensaba que las dos enzima$ estaban presentes, pero al com[;robarlo mediante sondas
genéticas sélo se consiguié la hibridacion dél ADN de la bacteria con la sonda de la
~ APH(3’)-L. Se plante6 la posibilidad de que existiera mds de un tipo génicq que codificara
ala APH(3’;§II, péro parecfa improbable, ya que s6lo se habfa encontrado en un transposon
TnS. La resistencia a LM y BT es causada por la APH(3’)-1lI que no se ha encontrado en
Enterobacterias. Por otro lado, en Enterobacterias la presencia de la APH(3’)-1I se ha
asociado con la resisténcia a la bleomicina (Bleo) (67). El fenotipo Bleo® puede facilitarnos

la deteccion de la APH(3’)-1l en cepas resistentes a BT y LM.

APH(3’)-III: Esta enzima se encontré por primera vez en una cepa de
-' Pseudomonas aeruginosa que fosforilaba a la KM, PM, BT, RM y LM, causando resistencia
a los mismos aﬂtibidticos (202). Posteriormente se ha detectado feste tipo de actividad en
gram positiv‘:’os, éomo Staphylococcus (49,174) y Streptococcus (56,29). No obstante esta
enzima no e’As‘ exclusiva de gérmenes gram positivos, encontré;:ldose también en gram
negativos coglo Campylobacter (177,190), donde se observé que léci)s genes que codificaban
la APH(3")-III eran idénticos en Streptococcus 'y en Campylobacter coli, sugiriéndose una
transferencia in yivo de ADN entre las bacterias gram negativas y gram posistivas (190).

También se ﬁa encontrado en Branhamella catarrhalis (160).
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Courvélin y col. (31) encontraron que la APH(3’)-1II en Staphylococcus
aureus modificaba también a la AN sin inactivar el antibidtico, por lo que la cepa
permanecfa sénsible al misrﬁo. Esto era debido a que la K, para la AN tenfa una magnitud
mayor que lade la KM, a la que sf causaba resistencia. En otros caéos (49), 1a fosforilacién

de la AN conlleva inactivacién del mismo.

El gen aphA-3 se ila encontrado en el cromosoma (26,49,174), en pldsmidos
(31,48,209), en cepas de S.aureus en pldsmidos conjugativos (213) Y en transposones, tanto
de aislados de Streptoéoccus pneumoniae (Tn1545) (29), como en S aureus (Tn3854) (197).
Se han realizado mllmerososr estudios para determinar el peso molecular, el
punto isoeléctriC(; (pD) y el pH 6ptimo de esta enzima. Umezawé y col. (20‘2)‘analizaron la
enzima de Pseudomonas aeruginosa y encontraron que el pH 6ptimo variaba entre 5 y 8

dependiendo del sustrato, y el peso molecular era de 25000 daltons.

" Courvalin y col. (30) determinaron el peso molecular de la APH(3")-III de
una cepa de S. aureus mediante filtracién y encontraron un.valor de 22000 daltons y
observaron que no diferfa mucho del encontrado previamente por Le Gofﬁé y col. (30) en

otra cepa de S, aureus, que era de 29000 daltons.

Collatz y col. (26,27) estudiaron la APH(3’)-iII de Streptococcus y
doservaron que no habfa dependencia del pH entre 5 y 9. El pI aparecfa mostrando dos
) ~ seiiales, una én 4,8 (iO,l) yS,1 (-|_-0,2). Para determinar el pesdh molecular de la enzima
utilizaron distintos procedimientos y observaron que variaba en funcién del mismo.

Utilizando filtracién a través de Sephadex G.200 el peso molecular era de 22500 y si usaban

Sephadex G.100 era de 32500.
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Por otro lado, Ubukata y col. (192) realizaron un estudio exhaustivo para
determinar el peso molecular y el pl de las enzimas APH(3’)-IlI de S.aureus y
S.epidermidis, encontrando un peso molecular de 31000 daltons y un pl de 4,1, valores que

- no diferfan mucho de los hallados por Collatz y col. (26,27).

Trieu-Cuot y Courvaliﬁ (188) determinaron la secuencia génica de la
| “APH(3)-1II de Streptococcus faecalis. El producto correspondfa a una protefna de peso
moléqular 29000 daltons. Compararon la secuencia de aminoécidos';:on los de las APH(3)-1
y APH(3’)-II obteniendo una relacién estructural entre las enzimas estudiadas. El gradb de

homologfa nos indica que los genes que codifican la APH(3’)-1 y AP;H(3’)-III derivan de una

- fuente comnin, mientras que los que codifican la APH(3")-1I aparecieron posteriormente.

"

APH(3")-IV: Herbert y col. (187) aislaron una APH(3’) de Bacillus

circulans que fosforilaba a 1a KM y BT pero no a la LM. Cabrfa pensar que se trataba de
la APH(3’)-1I, pero no es asf, porque ésta, al igual que la APH(3')-1 y APH(3)II
fosforilaba a 1la GM A +B sin causar resistencia y la fosforilasa producida por el Bacillus

@

circulans no 1o hacfa. A esta fosforilasa se le llamé APH(3")-IV. Esta enzima s6lo se ha

aislado en gérmenes gram positivos. Se han encontrado en pldsmidos (45) y en el

cromosoma (159).
Para muchos autores, y asf queda reflejado en la bibliograffa (159,173) la
APH(®) que'; causa resistencia a la AN es la APH(3")-IV. No ot:)stante se ha descrito la
APH(3;)-IV en cepas de Staphylocobcus epidermidis y Staphylococi‘us aureus senéibles_ ala
~ AN pero capaces de modificar a dicho antibidtico (44). La isepamicfna no es modificada por

esta enzima (83).
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APH(3’)-V: Esta enzima se aisl6 por primera vez de una cepa de
Streptomyces fradiae, organismo productor de la neomicina (190). Se caracteriza porque s6lo
tiene actividad con la NEO y la KM, y no tiene actividad con la LM ni BT (187,190). Sélo

se ha encontrado en bacterias gram positivas.

Trieu-Cuot y col. (190), compararon ia secuencia génica de estos cinco tipos

de APH(3’). La homologfa es baja a nivel de nucledtidos. Pero al observar la secuencia de .

\ f
aminodcidos se ve una relacién estructural. Asf el grado de homologfa entre las cinco

protefnas varfa del 33% al 42%..Este grado, combinado con el hecho de tener tamafios casi

idénticos, actividades enzimdticas similares y peso moleculares ‘casi iguales indican que

" derivan de un antecesor comuin.

. APH(3")-VI: Esta enzirha fue descrita por Lambert (104) que observé la
inactivacion de AN por una APH(3’) que denominé APH(3")-VI en cepas de Acinetobacter
spp. Posteri&rmente, Martin y col. (179) secuenciaron el gen aphA-6 de una fosforilasa de
| Acinetobacter baumannii, cuyo peso molecular era de 30319 daltons. Los sustratos tfpicos

" de esta enzima son NEO, KM, BT y AN.

La enzima estd codificada por genes que se han encontrado en pldsmidos

conjugativos en cepas de Acinetobacter (104).

APH(3%)-VII: Tenover y col. (179) encontraron en bampylobacter Jjejuniuna
vfosfotransferasa a la' que denominaron APH(3’)-VIL. El gen aphA-7 codifica una protefna
de 251 aminodcidos y de peso molecular 29691 daltons. El estudio de homologfa con los
geneé de ot';as APH(3’) revelé una identidad del 45,6% con el'i gen aphA-3 aislado de

Streptococcus faecalis.
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4.3.2.- APH(2").-

Esta enzima fue aislada por Dowding y col. (46) en cepas de Staphylococcus

resistentes a la GM.

La APH(2") cataliza la fosforilacién del grupo hidroxilo en posicién 2 del
anillo 1I de la aminohexosa de la GM, TM y KM. Actuando también sobre la SIS, AN y
NET (44,48,165), causando a veces resistencia a los mismos (165). La APH(2") inactiva
: ‘tamblén a la dactimicina, un nuevo ammoghcésxdo pseudodlsacérldo y parece ser la causa

de resistencia a dicho antlblotlco (77). No parece actuar sobre la ISE (83).

~ Se ha encontrado este tipo de actividad en cepas dé Staphylococcus aureus
(4,46), en .ﬁaphylococcus epidermidis (159,182) y en distintas especies del género

Streptococcus (30,54). No se ha encontrado en gérmenes gram negativos.

" La actividad APH(2") siempre va acompafiada de actividad acetilasa tipo
AAC(6). Esfa enzima se denomina bifuncional y es capaz de fosforilar en el grupo OH on

2" y acetilar en el grupo amino en 6’.

"? Muchos han sido los esfuerzos por intentar seiﬁarar los dos tipos de
actividades. Do»\;ding y col. (46) consiguieron separar por eleétroforesis en geles de
poliacrilamidas las dos actividades. En un principio, Le Goffic y gol. (109), pensaron que
las enzimas halladas en las cepas de Staphylococcus aureus eran distintas. Encontraron un
pl de 5,7 para la AAC(6’) y 5,.8 para APH(2") siendo los pesos m%leculares iguales y con
un valor de 2ﬂ8000 daltons. M4s adelante, Le Goffic y col. (IQ7) sugirieron la posibilidad

‘de que se tratara de una protefna oligomérica, ya que no se podfa filtrar a través de
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membranas de Amicon XM100, corroborando el peso molecular de 28000 daltons. Para
verificar el efecto del ATP y del Acetil-‘Coenzima A en la actividad acetilante y fosforilante,
llevaron a cabo experii_nento_s de inhibicién, observando que la acetilacion de la neamina era
inhibida por ;el ATP y la fosforilacion de GM C,; con Acetil-Co A. De este modo
demostraron ‘que las activid#des son indisociables y que no son independientes, puesto que

cada una de ellas es inhibida por el cofactor de la otra.

Courvalin y col. (30) intentaron separar las dos actividades en
Staphylococcus aureus mediante filtracién en gel, determinando el peso molecular en 31000.
El pl que hallaron fue de 5,3. El pH dptimo para la actividad acetilasa fue de 7, mientrés
que para la acﬁvidad fosforilasa fue de 5 .el pl y 8 el pH. Coqualin (30) comparé sus
resultados con los obtenidos povr Le Goffic (107) y atribuyd las pezlueﬁas discrepancias del

~pHyplala variacién metodolégica mds que a verdaderas diferencias entre las protefnas.

’ Se han llevado a cabo posteriores purificaciones de la enzima. Ubukata y
col. (192) caracterizaron la APH(2")+AAC(6’) procedente de Staphylococcus aureus y
Siaphylococcfis. epidermidis. Ijeterminaron el peso molecular de fa enzima bifuncional en
- 56000 daltons, mientras que el plI era de 4,1. Este peso molecular difiere de los comentados
anteriormente,.ya que es aproximadamente el doble del promedio dé los pesos moleculares
de las éc_etilasas y fosforilasas estudiadas, que estd alrededor de 30000 daltons. Esta
observacion, “Sugiridlé hip6tesis de que los determinantes de resistencia evolucionaron a
partir de dos genes individuales. |
*+ ! La conﬁrmacién de esta hipdtesis se logro al clonar el gen de Streptococcus
- Jfaecalis que codiﬁca la APH(2")+AAC(6’) en E. coli (54). La secuencia de nucleétidos

codifica una protefna de 479 aminodcidos y de peso molecular 56850. La secuencia de
R
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aminodcidos Sresgnta dos regiones homélogas con otras protefnas éstudiadas. La regién N-
terminai muestra homologfa con una secuencia de la acetiltransferasa de Bacillus pumilus y
la C-terminal posee homologfa con una regién de la fosfotransferasa de Streptomyces
Jradiae. Mediante sﬁbclonado se han obtenido dos fragmentos indepe;ndientes que codifican
las acti\)idade§ fosforilasas y acetilasas, lo que sugiere que el gen qije codifica la enzima

bifuncional es el resultado de una fusién de los genes individuales aacA y aphD.

~ El Sohl y col. (49) clonaron el gen que codificaba l.a enzima bifuncional de

- Staphylococcus aureus en cepas de E. coli y Bacillus subtilis, obse:rvando que las enzimas
sintetizadas por estés cepas eran indistinguibles de las producidas por’iStaphylococcus aureus.

Los fragmentos. clonados se usaron como sondas para localizar secuencias de nucleétidos

homélogos en :el ADN de cepas de Staphylococcus aureus, encontrdildo que los genes aphA

estaban loce}li;ados en la misma posicién mientras que los aacA se podfan localizar en

distintas posiciones dentro del cromosoma.

Pdsteriormente, Rouch y col. (161), clonaron también el gen aacA-aphD en
" E. coli expresando resistencia a GM, TM y KM. El andlisis de la secuencia de nucledtidos

- mostr6 que podfa determinar una protefna de 479 aminodcidos y de peso molecular 56,9

Kdal.

~ Bialkowska-Hobrzanska y col. (9) aislaron elfgen que codifica la
APH(2")+AAC(6’) de Staphylococcus epidermidis y lo clonaron en"E. coliCyE. coli K12.
| Ensayos enzirhéticos usando como sustratos NET, SIS, AN, dM (C, vy C) y DKB
mostraban actividad AAC(6’) diez veces mayor y APH(2") sesenta v’éces mayor en extractos

de E. coli C que en E. coli K12, siendo el nimero de copias del pldsmido similar en ambas

“cepas. La idea de que la regulacién de la expresién del gen que codifica la enzima
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bifuncional ocurre después de la transcripcién estd ain por aclarar.

- El gen que codifica la enzima bifuncional se ha encontrado en el cromosoma
-de Staphylococcus aureus (49,94,119) y de Staphylococcus epidermidis (159). Se ha
encontrado en pldsmidos, tanto en estafilococos (75,112), como en estreptococos (48). Asf
- como en pldsmidos conjugativos en Staphylococcus aureus y en Staphylococcus epidermidis

(4,55,64,128) y Enterococcus faecalis (85).

Asf mismo, el gen aacA-aphD se ha encontrado en rtransposones, hecho que
s¢ descubridi a rafz del aislamiento de cepas portadoras de genes cromosémicos que
mostraban patrénes de resistencia idénticos a los plasmfdicos (120).

" Este hecho fue confirmado posteriormente por Lyon y col. (118,121) quienes
describieron un transposén de 4,5 Kbases en cepas de >Staphylococcus aureus aisladas en
Australia, deriominéndolé Tn4001. Posteriormente se ha visto que en otras partes del mundo
muestras clfnjcas de Staphylococcus aureus contienen transposones similares al Tn4001
(174). 'No»ot‘);stante, los genes que codifican la enzima bifuncional se han encontrado en
transposones diferentes a los antériores, en cepas de Staphylococcus epidermidis en Estados

Unidos. Estos transposones, han sido denominado como Tn4031 (Al 82).

Byrne y col. (20) han encontrado homologfa entre fos transposonés Tn4031
aislados en cromosomas de S. epidermidis de Estados Unidos y los Tn4001 de S. aureus
australianos. A pesar de esta homologfa los determinantes de resis%tencia‘a GM en Estados

Unidos en aislados de S. aureus no son moéviles.

Recientemente se ha caracterizado un transposén que contiene los
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Ha

determinantes genéticos que codifican la enzima bifuncional en Enterococcus faecalis
(Tn5281). Los estudios basados en andlisis con endonucleasas de restriccion e hibridacién
del ADN han demostrado que este transposén es similar al Tn4031 encontrado en §.

ébidennidis de Estados Unidos y al Tn4001 de los S. aureus australianos (210).
- 43.3.- APH(3 ").-

Esta enzima fosforila el grupo hidroxilo en posicién 3" de la estreptomicina.

Fue puesta de manifiesto por Ozanne y col. (200), que la denominaron APH(3").

Los sustratos de esta enzima son la estreptomicina y derivados. No es
sustrato la espectinomicina ni ningin otro aminoglicésido.
Se ha encontrado en gram negativos, gram positivos y Micobacterias. El gen

que codifica la APH(3") se ha encontrado en pldsmidos (80,160) y ‘transposones (Tn5) (60).
4.3.4.- APH(5").-

Se trata de una enzima ain no bien caracterizada. Se denomina APH(5") a
la enzima capaz de fosforilar el grupo hidroxilo en posicién 5" de la ribosa de la RM (151).
Se encontré por primera vez en Pseudomonas aeruginosa aunque también
fosforilaba a la RM en posicién 3° (102), pero lo hacfa preferentéinente en 5". Sélo se ha

detectado en gérmenes gram negativos.

f
i
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4.3.5.- APH(6).-

Inicialmente esta enzima recibi6 el nombre de estreptomicin-6-kinasa,

fosforilando a la estreptomicina y dihidroestreptomicina (148,149).

Kida y col. (102) informaron de una fosforilasa quze actuaba sobre el grupo

OH en posicién ‘6 del anillo de estreptidina de la estreptomicina. Se encontré en |

. Pseudomona.;' aeruginosa y se denominé APH(6). El pH 6ptimo era de 8,0 y su pl de 4,7.
La APH(6) no se ha aislado de Enterobacterias. No se ha estaélecido relacién entre la
APH(6) y la estreptomicin-6-kinasa de Streptomyces spp. que fue purificada y caracterizada

por Sugiyama y ¢ol. (175). Su peso molecular era de 36000 y 38000 daltons, y el pI de 6,6.
" 4.3.6.- APH{4).

Esta enzima fue aislada por primera vez de Streptomyces hygroscopicus

(155), fosforilando a la higromicina B.

La APH(4) modifica exclusivamente la higromicinﬁ B, el lugar de accién es
- el OH en posicidn 4 de la hiosamina (ciclitol), y sus derivados como destomicina, que es un

1-N-metil iségmero, Rao y col, (155) aislaron esta enzima de E. coYli.

Las dos enzimas aisladas tenfan un perfil de sustrato similar, no obstante el

peso molecular diferfa, siendo 60000 daltons el de Streptomyces y 41500 el de E. coli.

A

La higromicina B es un aminoglicésido que se ha usado como antihelmf{ntico

en cerdos, lo que la resistencia a este antibiético, apoyarfa el origen animal de las cepas
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portadoras deila enzima.

No obstante en Espaiia, se han encontrado en cepas de Enterobacterias de

origen humano (66,70).

El gen que codifica la APH(4) en E. coli es plasmidico (155), teniendo en

cepas de Serratia marcescens propiedades conjugativas (70).
4.4.- NUCLEOTIDILTRANSFERASAS.-

Las nucleotidiltransferasas ¢ adenilasas cata]izan%“la transferencia de un
* nucledtido del ATP u otros nucletidos a un grupo hidroxilo del aminoglicésido. Las

posiciones donde puede producirse dicha reaccién son las siguientes: 2, 3",6,9y4.

4.4.1.- ANT(2").-

i

En una cepa de E.coli resistente a GM, TM y KM y sensible a NEO y AN
(148), se detect6 actividad adenilasa que modificaba a los antibiéticos GM C,,, GM C, y
GM C, y a la KM (200). Esta cepa de E. coli portaba un pldsmido de resistencia de

Klebsiella.

\

- Esta enzima adenila los grupos hidroxilos en posicién 2 del anillo III de la
GM, SIS, TM y NET (figura 7). No modifica a la ISE (62,83), a pe_sar de tener un grupo
OH en 2". Utiliza como cofactores ATP, GTP, CTP ¢ UTP, de i"'ahf la denominacién de

B .
nucleotidiltransferasas ANT(2") (148).
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TOBRAMICINA

Figura 7.- Adenilacion de la tobramicina por las enzimas ANT(Z") y ANT@#").-
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Las cepas productoras de esta enzima son resistentes a la GM, KM, SIS, TM
y DKB, pero, sensibles a la NET, aunque sea sustrato de la misma (44,73). Esto puede ser
debido a varios factores, cantidad de enzima presente en la célula bacteriana, constante

cinética y actividad antibacteriana de los aminoglicésidos modificados (44).

Smith y col. (39) llevaron a cabo la purificacién de la enzima, encontrando

un peso molecular de 35000 daltons.

K Se han encontrado adenilasas del tipo ANT(2") que modifican a la AN.
Primero fueron Coombe y col. (28), quienes hallaron una ANT(2") que ademds de actuar
sobre los sustratos tipicos, adenilaba a AN. Purificaron la enzima y obtuvieron un peso
molecular de 29000 daltons y un pH 6ptimo de 7,8-8. El determinante genético de la enzima
se encontraba en un pldsmido conjugativo y la denominaron ANT(Z")—II. No se pudo

encontrar este tipo de actividad séla sino que estaba siempre acompafiada por una APH(3’)-1.

Posteriormente se encontré otro tipo de ANT(2") que modificaba a la AN
); causaba su resistencia (2). Lee y col. (106) detectaron una ANT(2") en cepas de E. coli
que modificaba la AN, pero diferfa de la hallada por Coombe (28) en que ésta también

modificaba 13 GM C,, y la de Coombe no tenfa esta propiedad.

LaANT(2") se ha detectado en Enterobacterias (2,44) y en Pseudomonas
(44). Gray y col. (75) encontraron un aislado de Staphylococcus aureus que expresaba una
actividad adenilasa que modificaba a la GM, TM y KM, sospechaxfdo de unav ANT(2"), que
no se habfa detectado en S. aureus previamente. Aunque en 1978, Scott y col. (165)
estudiaron que sus cepas de S. aureus posefan cierta actividad qﬁ'e adenilaba a la GM, y

R

§:1
también a la AN, pero no determinaron de que enzima se trataba.
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El gen que codifica esta enzima se ha encontrado en pldsmidos (106) y

~ posiblemente en transposones Tn1700, Tn732 (15,76).

Lee y col. (106) mediante estudios de homologfa de los genes que codifican
la ANT(2") encontraron que existe heterogeneidad en sus secuencias codificadoras. Este
hecho es de interés a la hora de utilizar métodos de hibridacién del ADN para tipar los

genes de resistencia a aminoglicdsidos como rutina en el laboratorio clfnico.
4.4.2.- AAD(3").-

La AAD(3") es ‘capaz de modificar el grupo hidroxilo en posicién 3" de la
SM (39). También actia sobre la espectinomicina, pero sobre el QH en posicién 9; por esa

- razén se denomina AAD(3")(9), ya que inactiva la SM y SP (200).
Esta enzima fue descrita por primera vez por Umezawa y col. (200).

Se ha detectado en gérmenes gram negativos (43) y en Staphylococcus

(31,140).

El gen que codifica a la AAD(3")(9), aadA, se ha localizado en pldsmidos
3y también en numerosos transposones Tn4 (39), Tn21, Tn2424, Tn2411 (129) y T_ri7

(105).

war
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4.4.3.- AAD(9).-

Esta enzima se detecté por primera vez en Staphylococcus aureus (39);

adenila la SP en el hidroxilo situado en posicién 9, pero no a la SM.

La AAD(9) no sélo se encuentra en Staphylococcus, sino que también se ha

detectado en Pseudomonas (157) y mds recientemente en Enterococcus faecalis (105).

Le Blanc y col. (105) estudiaron con detalle la AAD(9) de Enterococcus.
Tras la purificacién de la enzima, observaron que constaba de 250 amino4cidos y tenfa un
peso molecular de 28000 daltons. Compararon la secuencia de amino4cidos de la AAD(@9)

de Streptococcus con la de Staphylococcus y encontraron que compartfan un 39% de

 identidad. Estudiaron también la relacién existente entre la AAD(9) de Streptococcus con.

la AAD(3")(9) de E. coli encontrando una identidad del 27%. Esto parece indicar un origen

comun.

Los determinantes genéticos de esta enzima se han localizado en cepas de
S. aureus en transposones Tn554 (105) y en pldsmidos (97), y en Enterococcus faecalis en

pldsmidos conjugativos (105).
4.4.4.- AAD(6).-

Esta enzima es capaz de adenilar a la SM pero no a la SP. En un principio
se pensé que la resistencia a la SP y SM en Staphylococcus estaba causada por la misma
enzima. No obstante Kawabe y col. (97) encontraron que la resistencia a la SM y SP estaba

- codificada por distintos pldsmidos en cepas de Staphylococcus aurieus. Los dos antibiéticos
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N
i

eran adenilados, pero en distinta posicién. Posteriormente se demostré que el grupo afectado
era el hidroxilo en posicién 6 (39). Se denominé AAD(6). Se ha encontrado en

Staphylococci;s (97)v y en Enterococcus (140).
4.4.5.- ANT(@).-

Kayser y col. (96) encontraron que una cepa de Staphylococcus epidermidis,
que no posefa ningun otro tipo de actividad, era capaz de adenilar a antibidticos tales como
- KM, NEO, T™M, BT, PM y mds débilmente a la AN, mientras que no adenilaba a la GM,
- SIS, SM 6 SP. Esta cepa se mostraba resistente é KM, TM, NEO, BT, PM y medianamente
resistente a AN, siendo sensible a GM y SIS. Denominaron esta enzima como tobramicfn-
adenil-transferasa. Esta enzima se mostraba m4s activa a pH 5,5 , no obstante se observaba
actividéd a pH por encima de 8. El ditiotreitol estabilizaba la enzima y la temperatura
optima de reaccién era 35°C. Estos autores observaron los antibiGticos usados como
sustratos y sii‘girieron que el hidroxilo en posicién 4’ del anillo 1 éra el adenilado, ya que

dichos antibidticos posefan ese grupo y los no sustratos carecfan de €l. Los determinantes

genéticos que codificaban la enzima se encontraban en plasmidos. -

Al mismo .tiempo, Le Goffic y col. (108) observaron que una cepa clfnica
de Staphyloébccus aureus adenilaba una amplia gama de aminoglicésidos, de los cuales
quedaban gxcluidos el grupo de la GM. Esta cepa se mostraba resistente a la BT, NEO, PM,
KM, T™M y i']igeramente: resistente a AN y LM. Los sustrat&g fueron los siguientes
antibiéticos: KM, AN; TM, NEO, LM, BT y RM. No modificaba a la GM, SIS 6 APRA.
El estudio de los antibidticos rﬁodiﬁcados, demostré que la posicign adenilada era la 4°, y
ya que podfa utilizar tanto ATP, GTP y -UTP como donadores de ﬁucleétidos le asignaron

el nombre de ANT(4")-1. La actividad 6ptima variaba segn el susttato, asf para la AN, era
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aun pH de v6, mientras que con TM a pH 4,5. El pl se deterfﬁiné en 5,1. El gen que

codificaba esta enzima en Staphylococcus aureus era de origen plasmidico.

Santanam y col. (164) también encontraron esta enzima en cepas de
Staphylbcocéus epidermidis y observaron la capacidad de la ANT(4’) de adenilar la 4’-
deoxikanamicina, pero no a la 4’-deoxibutirosina, por lo que sugiriéron la posibilidad de que

esta enzima pudiera actuar también sobre el hidroxilo en 4",

2 | Posteriormente Le Goffic y col. (111) observaron que la DKB a pesar de
carecer de grupo OH en 4’ era modificada por una ANT(4’). Consideraron que la estructura
~dela TM y de 1a DKB con un giro de 180° eran similares,‘ estandvo los hidroxilos 4’ y 2"
delaTMy D\KB respectivamente en la misma situacidn estérica. Propusieron por tanto, que
el OH en 2" d_e la DKB era el modificado. Compararon la estructugr‘a de 1a DKB modificada
por 1a ANT(4’) con la DKB modiﬁcada.por la ANT(2") (107), los‘resultados eran similares
y corroboraban la modificacién en 2" por la ANT(4’). El problemd‘que se presentaba en esta
hipdtesis (1 1;1) era por qué la TM due posefa grupos OH en 4’ y 2" era modificada
solamente en 4°. Explicaron esta paradojé argumentando que la relacién Ku/V .4 para el OH
en 4’ era menor (10°%) que la K,/V,., para el OH en 2" de la DKB (26x10°). Esto explicarfa

que la adenilacién sea mds especffica en el OH 4’ que en 2"; ademds de que la DKB se

comportara como inhibidor reversible para la adenilacién de la TM (107,111).

No obstante, Le Goffic y col. (107), en estudios inmediatamente posteriores
por medio de resonancia magnética nuclear encontraron que la ANT(4’) de Staphylococcus

aureus adenilaba a Ia DKB en posicién 4" y no en posicién 2".

Por lo tanto, esta enzima denominada ahora ANT(4’)(4") adenila los
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sustratos con OH en posicién 4’ y también los 4", pero no los OH polares en 4". Otra
posibilidad es la posicidn 2", Los sustratos de esta enzima son KM,' AN, DKB, LM, BT,
l}M y NEO, pero no son sustratos GM, SIS, NET, APRA ni ISE (83). Las cepas
productoras de esta enzima se muestran resistentes a KM, TM, BT, RM y NEO y
. ligeramente ;esistentes a DKB, LM y AN (44,108,192); en algunos casos se muestran

resistentes a 1a AN (67).

Se han realizado estudios para determinar las caracterfsticas ffsico-qufmicas

de la enzima encontrdndose un peso molecular de 22000 daltons y' un pl 5,1 (107).

Ubukata y col. (192), purificaron y caracterizaron la enzima hallada en
Staphylococcus aureus 'y Staphylococcus epidermidis. Determinaron un peso molecular de
36000 y pl de 4,7. Estos datos diferfan de los descritos por Le Goffic y col. (107,108) y por
» éantanam y c;ol. (192) que habfan determinado el peso molecular ‘-wien 46770 y el pl en 5,0
de una ANT(4’)(4") aislada de Staphylococcus epidermidis. 4

El gen que codifica la ANT(4°)(4") en cepas de Staphylococcus aadD, se
encuentra normalmente localizado en pldsmidos (14,57,108,112); también se ha descrito en
pl:ismidqs conjugativos conjuntémente con la enzima bifuncional (4,128), en el cromosoma

(191) y posibiemente en transposones (112).

- En posteriores eStudios, Byrne y col. (21) encontraron homologfa entre el
gen aadD cromosémico descrito por Ubukata (191) y el determinanfe genético aadD hallado

o enel plésmid:t‘) conjugativo (pUB110) procedente de cepas de Estados Unidos.

n

La enzima ANT(4°)(4") se ha aislado de S. auﬁus y S. epidermidis.
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También se ha informado en Pseudomonas aeruginosa (66) y Bacillus brevis (100).

Recieqfemente, se ha detectado la enzima ANT(4°)(4") en cepas clfnicas de
Enterobacierigs. Kettner y col. (100), ‘encontraron Serratia marcescens y Citrobacter
freundii, capaces de adenilar los aminoglicésidos con grupos hidroxilos en 4’ y 4". Los
sustratos usados fueron KM, PM, NEO, BT, siendo peor sustrato la DKB. Las cepas eran

resistentes a fodos los aminoglicésidos excepto a la AN, pero ésto era debido a que posefan

otros tipos de actividad enzimdtica. Para separar estas enzimas purificaron la ANT@#’)

hailada en Serratia marcescens por medio de cromatograffa de intercambio iénico en DEAE-
celulosa y DEAE-biogel. Encontraron un pH 6ptimo de 7,8-8. La localizacion de la enzima

era plasmfdica.

Posteriormente, Jacoby y col. (90) encontraron (jue aislados clinicos de
Enterobacterias, tales como E. coli y Klebsiella pneumoniae y en Pseudomonas aeruginosa
y | sus correspondientes transconjugantes, producfan una énzima con actividad
adenilt:ansfelghsa cuyos sustratos tenfan un grupo hidroxilo en 4, tales como, AN, KM,
NEO; TM e ISE. fero no modificaba a_D_KB, NET, SIS 6 GM. Ademds esta enzima

conferfa resistencia a la AN en las cepas estudiadas.

Para ver qué relacién tenfa la enzima con las encontradas en Staphylococcus,
estos autores;“?ff(90), realizaron estudios de hibridacién entre ambos genes. No se produjo
" hibridacién entre la sonda de Staphylococcus y el gen de ANT(4") descrito en este estudio,
mientras que el gen que codificaba 1a ANT(4’) en Pseudomonas'aéruginosd hibridaba con
: él encontrado) en E. coli. Este hecho, ademds de que el perfil dg: sustrato diferfa del de

Staphylococcus en cuanto a la modificacién de 1a DKB, hizo que se denominara a la enzima

ANT@)-II.
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Al mismo tiempo, Carlier y col. (23) encontraban una cepa de Enterococcus

Jfaecium conun patrdn de resistencia inusual en Enterococcus, KM, NEO, TM y DKB, pero
'sensible a GM. Esta fesistencia era debida a la sfntesis de la nucleotidiltransferasa
ANT(4’)(4") que modificaba a KM, TM, NEO, BT, siendo peores Qustratos DKB, AN, PM

y LM. L.a GM, SIS, NET, APRA y habekacina no fueron adeniladas. El hecho que DKB

fuera adenilada y habekacina no, confirmaba que los OH 4’ y 4" eran los modificados.

Carlier y col. (23) encontraron homologfa entre el ADN plasmidico de estas
cepas y unab sonda especffica para el gen estructural que codiﬁca la ANT(4’)(4") en
Staphylococc;ts. Estos resultados sugerfan que la aparicién de resistencia a la TM y KM en
Enterococcus éra secundaria a la adquisicién de la informacién genética originaria de

| Staphylococcus.

Ounissi y col. (140), corroboraron en cierto modo el alto grado de
homogeneidad genética que existe para las enzimas modiﬁcadoraé de aminoglicésidos en
/COCOs gram positivos, encontraﬁdo que las sondas genéticas constituyen un método 1itil de
deteccién de :enzimas modificadoras en estos patégenos humanos. La concordancia entre la
HKibridacion con la sonda ant4’ y la determinacién por el método radioenzimdtico en estos
aislados (Staphylococcus y Streptococcus) fue del 100%.

A

4.5.- ACETiLTRANSFERASAS.—

Las enzimas acetilantes catalizan la transferencia de acetato del Acetil-
Coenzima A a un grupo amino del antibiStico. Estas acetilasas modifican sélo los
aminoglicésidos que' contienen el grupo 2-desoxiestreptamina ¢ fortamina, quedando

excluidos la estreptomicina y espectinomicina. Los grupos susceptibles de acetilacién son 3,
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2,6y L.
' 4.5.1.- AAC(6)).-

Esta enzima cataliza la acetilacién del grupo amino en 6’. Todos los
aminoglic6sidos con un grupo amino libre en 6° pueden ser sustratos, NEO, KM A, KM B,

TM, GM C,,, SIS, NET, DKB, BT, AN y RM (figura 8).

Okamoto y Suzuki (8) informaron en 1965 de una enzima que inactivaba la
KM por acetilacién. Esta enzima era producida por una E. coli K-12 R-5 que portaba un

' p'l!asmido de resistencia. Posteriormente, en 1965, Umezawa y col. (8) aislaron el producto

d
de la acetilacién enzimdtica de la KM A y demostraron que el grupo modificado era el

amino en posicién 6 de su anillo 6-amino-6-deoxi-D-glucosa.

N

Okanishi y col. (8), utilizaron distintos an_tibiéticos relacionados

estructuralmente como sustratos de la acetilacion y concluyeron que la KM A era inactivada,

- mientras que la KM C, PM, NEO no eran afectadas.

Benveniste y col. (8) aislaron y purificaron esta enzima de una cepa de E.
: coli con un pl'ésmido R, encontraron que modificaba a la KM A, KM B, NEO B y NEO C,

GMC,y GM C,, ademds de las hibrimicinas; la PM y GM A no eran sustratos.

Le Goffic y col. (71) describieron una nueva acetilasa AAC(6’) de una cepa

de Moraxella a 1a que denominaron AAC(6")-11.

J acbby (89) encontr6 una KM-acetiltransferasa en una cepa de Pseudomonas
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oy
aeruginosa resistente a AN, BT, KM, TM, SIS y sensible a GM. La enzima estaba

codificada por genes localizados en pldsmidos conjugativos.

Kawabe y col. (98) describieron una nueva enzima AAC(6’) en un plasmido
de Pseudomonas aeruginosa. La denominaron AAC(6’)—III y como sustratos tenfa KM A 'y
B, DKB, 6’-Me-DKB, 6’-N-metil-KM B No modificaba a la KM C, AN y GM C,.
Posteriormente (99) encontrarfan una acetilasa 6’ en cepas de Pseudomonas aeruginosa que

causaba resistencia. a AN, DKB y NEO. Casi al mismo tiempo, Haas y col. (78)

" identificaron otra acetilasa AAC(6’) en una cepa de Pseudomonas aeruginosa, con un perfil

Vsimilar al anterior, KM A y B, GM C,,, SIS y NEO B, y con baja actividad hacia BT y AN.
' Nb modiﬁc‘:aba‘a laKM C. |
/

Mt;rray y col. (131) informaron de una acetilasa producida por cepas
resistentes de Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus que modificaba a los
aminoglicésidos con grupos aminos en 6’, tales como KM B, GM By NEO. No acetilaba
a los que cafecfan’de ellos, KM C, GM B, y PM. Estas cepas eran resistentes a KM, TM,

AN, NEO y SIS. Se trataba de una enzima AAC(6).

Bas4ndose en estos hallazgos, se pueden encontrar en la literatura distintas

clasificaciones de las AAC(6").

° Mitsuhashi y col. (71) clasificaron estas enzimas basdndose en su perfil de

sustrato, en cuatro categorfas: clase I AAC(6)-1.- modifica a la KM A y B y a la NEO;

clase I AAC(6°)-1I.- inactivaala KM A y B, NEO, GM C,, y C2; clase III AAC(6”)-111.-

R engloba a los sustratos de las clase Iy Il mds la DKB; clase IV AAC(6°)-1V.- que confiere

resistencia a todos los antibidticos que son sustratos en la clase 11l ‘mds la AN.

@
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En Europa y Estados Unidos (148) se ha seguido un esquema diferente. Asf
la AAC(6")-1 corresponde a la enzima descrita por Umezawa y col. (8). La AAC(6’)-1I serfa
la enzima aislada por Le Goffic en una cepa de Moraxella (71). Esta enzima tiene un perfil
de sustrato diferente y un pl de 7,6 que difiere del pI 5,4 encontrado para la AAC(6)-1. La
AAC(6’)-III tiene poca actividad frente a AN. Se encontré en Pseudomonas y las cepas

‘productoras sé muestran resistentes a GM, NET y TM. Por ultimo la AAC(6’)-1V, que serfa
la que acompaiia a la enzima APH(2") en Staphylococcus, tiene poca actividad frente a la

NEO.

Miller y col. (148) reconocen sélo dos tipos de actividades acetilasas
AAC(6’). Las que ellos denominan AAC(6)-11 es la que corresponde con la AAC(6’)-111 del

esquema anterior.

Actualmente, si bien existen art{culos recientes donde nos encontramos las
AAC(6’) numeradas del I al 1V (77,186), la clasificacién que se ‘sigue es la de Meyer y
Wiedemann (67,170,1‘81), env la cual las AAC(6’) se dividen c:f‘n dos subclases: 1) la
AAC(6")-1 qué confiere resistencia a AN, TM, DKB, NET, KM y'NEO; 2) la AAC(6")-II

‘que determina el patrén de resistencia GM, TM, DKB, NET, NEO y KM, no inactivando

- ala AN. La AAC(6’)-1 se correlaciona con la AAC(6’)-IV de Mitsuhashi y col. (71) 6 la

AAC(6)4 dg Tran Van Nhieu (186), mientras que la AAC(6’)-1I se correlaciona con la

AAC(6°)-1II de Mitsuhashi (71). Ambas subclases causan resistencia a la 5-epi-sisomicina

(67). La AAC(6°)-I que confiere resistencia a la AN, también puede causar.resistencia a la
\

ISE (62,101), mientras que la AAC(6’)-1I no modifica a la ISE (68,170).

Los genes que codifican a las AAC(6’), aacA, se han detectado en pldsmidos

(86,170), en el cromosoma (70,92) y en transposones Tn2424 (129)? Tn1331 (135) y Tn654
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(86), éste iltimo muy relacionado estructuralmente con Tnl331.

- Se han realizado numerosos estudios intentando secuenciar el gen que

 codifica las AAC(6).

Tran Van Nhieu y col. (185) determinaron la secuencia de nucleétidos del
geﬁ aacA-4 que codificaba lﬁ AAC(6’)4. El gen constaba de 600 pares de bases y estimaron
el peso molec#lar de la enzima en 22,4 Kdaltons, con un pI de 5,35. Posteriormenete estos
mismos aﬁtorgs (186) realizaron estudios de hidridacién del ADN e inmunoensayo para ver
la relacién existente entre las AAC(6°)-4 codificadas por diferentes pldsmidos. Encontraron
poca homologfé del ADN y menos del 40% de reactividad inmunoldgica cruzada. Estos
resultados sugerfan la existencia de al menos dos genes no homélogos para las AAC(67)-4

7 qﬁe mediaban la resistencia a la AN en bacilos gram negativos.

‘ Nobuta y col. (135) secuenciaron el gen de una AAC(6’) codificado en un
transposén Tn1331 de una cepa de Klebsiella pneumnoniae. Determinaron la secuencia de
nucleétidos d'c’al gen que codificaba la enzima de resistencia a la AN e informaron que
corresppndfa a un polipéptido de 23 Kdaltons. ¢

* Shaw y col.-(170) realiz;lrpn estudios de caracterizacion del gen que codifica
la AAC(6’)-1L en Pséudomonas aeruginosa. Esta enzima conférfa resistencia a GM, TM y
NET, pero nov;“zvi AN e ISE. Compararon la secuencia con la del gen aacA-4 determinada por
Tran Van Nhieu (185) y observaron un 82% de homologfa. Especularon que los dos genes
podfan derivar de un antecesor comiin y que los procesos de seleccién y diseminacién habfan

conducido a las diferencias actuales observadas en el espectro de resistencia.
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i

Ter4n y col. (181) también secuenciaron el gen que codificaba una AAC(6’) |

capaz de moc;iificar la AN en una cepa de Enterobacter cloacae. Laenzima estaba constituida
por un polipéptido de 965 pares de bases y de peso molecular 16021 daltons. Estos autores
pusieron a» punto el uso de este gen como sonda molecular para realizar estudios
- ‘epidemiolégicos. Sin embargo, la hibridacién con sé6lo algunas cepas clfnicas amikacin
resistente y productoras de AAC(6’)-1V, parecfa indicar que la secuencia génica usada no
era la unica que codificaba una actividad AAC(6’)-1V.
A

Las AAC(6’) se han encontrado en gérmenes gram positivos y gram
negativos. En Streptococcus y Staphylococcus aparecen asociadas con la actividad APH(2"),
constituyendo la enzima bifuncional APH(2")+AAC(6’) como ya vimos al comentar las
fosfotransferasas. La actividad acetilasa actia sobre la KM, TM, GM C,, AN y NET
(48,165) y txene poca.afinidad por la NEO y BT, aunque en algunas ocasiones los modifica
(49), pero no le confiere resistencia, debxéndose ésto a la fuerte unién del antibiético
acetilado al ribosoma bacteriano. Los Staphylococcus y Streptococcus que producen la
APH(Z")+AAC(6’) son resistentes a GM, TM y KM (67), siend(fa veces resistentes a AN
y NET (165} El grupo amino en 6’ de la dactimicina es acetilado por la enzima bifuncional

ocasionando resistencia a dicho antibiético (77).
452 AAC2)--

Cataliza la acetilacién del grupo amino en posicién 2’ de ia KM Cy B, GM,
SIS, NET, TM, DKB, NEO, PM, LM, BT y RM; pero no a la KM A y AN que carecen
de este grupo amino (39,67). La presencia de esta enzima causa resistencia a GM, TM, NET

y NEO (67), DKB (171), SIS (171) y LM (39,71).
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(148) y estd vinculada a cepas de Providencia (67,148) y Proteus ‘(‘67,148).

La enzima se purific6 parcialmente usando cromatografia en Sephadex G-100

y se mostré como una protefna pequefia (39).

El gen que codiﬁéa la AAC(Z’) no se ha localizado en pl4smidos. La
AAC2") se‘j. ha encontrado también en cepas de Streptomyces spectabilis (148),
" microorganismo productor de la espectinomicina. Mitsuhashi propuso que esta enzima se

denominara A;AC(Z’)-I y la hallada en Providencia AAC(2’)-11 (148).
4.5.3.- AAC(3).-

‘' El grupo de las enzimas AAC(3) catalizan Ia acetila?cién del grupo amino en
posicién 3 del anillo de deoxiestreptamina de los aminoglicésidos. Se subdividen en siete
isoenzimas diferentes (207), basdndose en sus respectivos perfiles de sustratos y‘ puntos

isoeléctricos.”

AAC(3)-1.- Aunque Mitsuhashi y col. (200) describieron una enzima en el
“ sobrenadante de P. aeruginosd que acetilaba e inactivaba a la GM Cla, C, y C,, esta enzima
fue identificada por primera vez por Brezeninska y col. (39,148,200) quienes informaron

de una actividad similar en P. aeruginosa que acetilaba a la GM.

La, AAC(3)-I se ha encontrado en Pseudomonas (65,148), Enterobacterias
(65,68) y Acinetob{zcter (43). Modifica a la GM, SIS y FM 6 astromicina. En menor grado

modifica a la KM, TM, DKB y NET. No modifica a la ISE 1({68,69). Las cepas que

. | 91
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%5.
contienen esta enzima se muestran resistentes a GM, SIS y FM. Esta enzima y la bifuncional

APH(2")+AAC(6’) son las tnicas que causan resistencia a la FM y derivados como la

dactimicina (77).

La AAC(3)-I modifica a la FM en el grupo amino en posicién 1 del anillo
de fortamina, ya que en posicién 3 no presenta grupo amino (66), éabrfa pensar que es una
" . AAC(1), pero se ha conservado la terminologfa AAC(3)-1. No obstante algunos autores van
més lejos (66) y dicen que el grupo amino modificado es el 4, pero se debe a una

numeracién diferente en los carbonos de la fortamina.

I;e Goffic y col. (39) intentaron purificar la AAC(3)-1 de E. coli mediante

%
&
;
i

cromatograffa, pero no tuvieron éxito.

No obstante, Williams y Northrop (39) puriﬁcaronj'la enzima. Encontraron
un peso molecular de 63000+6300 y observaron que estaba constituida por cuatro
subunidades idénticas de 17000+ 1700. El pH 6ptimo variaba de 5 5a8, 5. La Ky y Vm
para la GM C,, era de 0,3+0,08 uM y 3,0+0,15 U/mg respectivamente; mientras que para
la TM era 2,340,2 uM y 0,48+0,02 U/mg. Esta diferencia explica que siendo la TM

sustrato no sea modificada a la suficiente velocidad para impedir su efecto bactericida.

¥

£}

Le Goffic y col. (110) determinaron el pl de la enzima en 7,4. Tenover y
col. (178) secuenciaron el gen aacC-1 que codifica la AAC(3)-1 y observaron que estaba
constituido por una protefna de 177 amino4cidos que tenfa 19388 daltons de peso molecular.

Ter4n y col. (180) caracterizaron el gen aacC-1 procedente de una cepa de

Serratia marcescens. Dicho gen codificaba un polipéptido de 177 amino4cidos y su peso
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[

!
molecular eraide 19392 daltons. La secuencia de nucleGtidos del gen aacC-1 diferfa de las

estudiadas por Tenover y col. (178) en cuatro posiciones; tres de estos cambios no alteraban

" la secuencia de aminodcidos, mientras que el cuarto consistfa en la sustitucién de una alanina

" por una prolina. Estos autores utilizaron el gen caracterizado como sonda molecular,

mostrando una gran especificidad.

El término AAC(3)-Ia (148) se usa para el fenotipo GM®, NET®, pero TMS,
encontrado en cepas de P. geruginosa. E1 ADN de esta cepa muestra homologfa con el gen

aacC-1 secuexiciado por Tenover (178).

La enzima AAC(3)-I se ha localizado en pldsmidos conjugativos 7,713y
en transposones (43).

3

@

: AAC(3)-11.- Esta acetilasa fue aislada por primera \,':fez por Le Goffic y col.
(110) de una cepa de Klebsiella sp. que contenfa un pldsmido conjugativo. Como su pl era
de 6,4 que di:ferfa del pI de AAC(3)-I que era 7,4 y su perfil de sx_‘i"strato también variaba,

' se le denomird AACG)-IL.

La AACQ3)-II es activa frente a GM, TM, KM A y B, DKB (207),.SIS y
NET (44). Nd modifica a la ISE (68,69). Las cepas que producen esta enzima se muestran
‘resistentes a GM, SIS,.KM A, TM, DKB y NET (67,71), permaneciendo sensible a KM B

a pesar de ser modificada incluso con mds actividad que la KM A (65,71).

La AAC(3)-II se ha aislado principalmente de Ente;obacterias (2,180,207)

y Pseudomonas (68). También se ha encontrado en Mycobacterias (69).
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El gen que codifica esta enzima, aacC-2, se ha encontrado sobretodo en

pldsmidos conjugativos (2,180).

Vliegenthart y col. (205) secuenciaron el gen aacC-2 y observaron que estaba

formado por 858 pares de bases que correspondfan a un polipéptido de 30,6 Kdaltons.

Térén y col. (180) también han caracterizado este gen, encontrando una

secuencia de 858 pares de bases que codifica un polipéptido de 286r amino4cidos y de 31574

de peso molecular Los resultados son idénticos a los obtenidos por Vliegenthart (207)

Terdn y col. (180) usaron el gen como sonda molecular y comprobaron su gran especnﬁcndad

con respecto a otros genes aac.
)

AAC@)-IIL- Esta enzima fue descrita por primera vez en una cepa de P.
aeruginosa por Biddlecome y col. (10). La denominaron AAC(3)-1II y modificaba a la GM,
TM, KM, SIS, NEO y PM, pero no tenfa actividad con la AN y BT. La cepa se mostraba
resistente a GM, TM, VKM SIS y PM. A pesar de que la NEO era ;ustrato, la cepa aparecfa
sensible a dicho antlblétlco con un valor de CMI: 8 ug/ml. Los vhlores de CMI para GM
y TM eran > 128 pg/ml. Biddlecome y col. (10) sugirieron que la AAC(3)-III pudo surglr
a partir de una alteracién mutacxonal de la AAC(3)-1. El gen que codlﬁcaba dicha enzima
parecfa tener origen cromosémico, ya que no se podfa transmitir por conjugacion.

La AAC(@3)-1Il modifica a la GM, TM, KM A y B, SIS, DKB, NEO, PM

y 5-episisomicina; pero no lo hace con respecto a la AN, BT e ISE (68,69,71).

Las bacterias que presentan esta enzima muestran el fenotipo de resistencia

GM, TM, KM, DKB, NET, NEO, SIS, PM y 5-episisomicina (67,71), siendo este tiltimo

3.
§.
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de especial interés para su identificacion, ya que este antibiético es vinicamente inactivado
por esta subclase de acetiltransferasa (65,67). Las cepas productoras de AAC(3)-1II son

sensibles a la AN.

| La AAC(Q3)-III se aisla principalmente de Entefobacterias (68,178) yy
P:seudomonas (29,65,69). No obstante, Uduo y col. (199) informaron que un aislado clfnico
de Mycobacterium fortuitum producfa una acetiltransferasa que modificaba a la GM, KM,
LM yPM, ce;';lsando resistencia a las mismas, pudiendo ser una AAC(3)-11I 6 IV ya que la
apramicina no fue ensayada. La AN mostraba sélo un 50% de modificacién a pesar de

mostrarse la cepa sensible a la misma.

~ Vliegenthart y col. (205) compararon la secuencia del gen que codifica la

AACQ3)-III, éﬁcC-?» secuenciado por Allmansberger y col. (205), con el gen aacC-2 y no
encontraron diferencias significativas que justificaran tal discrepancia en los perfiles de
sustratos. Estos autores explicaron este hecho basdndose en "la posibilidad de que

’ Allmansberge_r y col.. (205) hubieran identificado mal la enzima, no incluyendo todos los
| antibi6ticos necesarios para determinar su perfil de sustrato. Ademé:s dedujeron la actividad
enzimitica ensayando s6lo la GM y completando con el fenotipo de resistencia. Es posible
que la cepa éstudiada por Allmansberger produjera la AAC(3)-If‘ + APH(@3’), y el gen

clonado y secuenciado fuera aacC-2 en vez de aacC-3.

' P_osteriormente.Vliegenthart y col. (207) secuenci;ron el gen aacC-3 que
codificaba la AAC(3)—III en cepas de P. aeruginosa con resistencié cromosémica a la GM.
El gen estaba"g:onstituido por dos fragmentos, uno de 642 pares de bases que codificaba una
p'rotefna de fu}ncién desconocida y con 23,9 Kd de peso molecular, y otro de 813 pares de

bases que codificaba una protefna de 29,6 Kd. Este fragmento parécfa ser el implicado en

y
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la expresion de resistencia. Dicho gen s6lo se expresaba en P. aeruginosa, mientras que en
E. coli HB 1Q1 no lo hacfa. Segiin estos autores, la AAC(3)-11I s6lo se ha encontrado en

"~ Pseudomonas.

AACQ3)-1V.- Davies y O’Connor (38) informaron de una enzima que
acetilaba el antibiético de uso veterinario apramicina ademds de los sustratos de la AAC(3)-
1. La KM no era tan buen sustrato como la GM, TM, NEOy APRA. Se denoming a esta
enzima AAC(3)—IV.‘La resistencia se tfansmitfa por conjugacion, siendo por tanto el gen que

la codifica de origen plasmfdico. Se encontré en cepas de Escherichia, Klebsiella y Arizona.

Los sustratos de esta enzima son principalmente APRA, TM, NEO, GM C,,,

RB y NET. No modifica a la ISE (68,69,83).

Posteriormente, en cepas de E. coli procedentes de animales (84), se
comprobd la existencia del pldsmido R1535, que contenfa el transposén Tn800 que

- codificaba la AAC(3)-IV que conferfa resistencia a APRA, GM, TM, KM A y NEO.

~ En Francia, Chasclus-Dancla y col. (32) obtuvieron hallazgos similares en
el curso de dos brotes epidémicos de salmonelosis, verificdndose la E<‘1parici6n dela AAC(3)-
IV en cepas dée E. coli y Salmonella typhimorium. Esta acetilasa mostraba poca actividad con

laPM. *

?

T

Las cepas bacterianas que presentaban esta enzima se mostraban resistentes

a GM, TM, SIS, NET, DKB y APRA (67,171).

2

" En un principio las bacterias que presentaban AAC(3)-IV eran de origen

96

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



animal, pero también se ha encontrado esta enzima en Enterobacterias de origen humano

(70,71,171).

El gen que codifica la AAC(3)-IV se encuentra localizado generalmente en

pldsmidos conjugativos (93,211) y transposones (84).

La AAC(Q3)-IV s6lo se ha aislado de Enterobacterias. Uduo y col. (199) .

encontraron que Mycobacterium fortuitum sintetizaba una AAC(3) cuyo perfil era el de una
AAC(B)—IV. No obstante, se han encontrado Acinetobacter resistehtes a APRA (93) si bien

su ADN no hibridaba con sondas especfficas para AAC(3)-IV.

]

Chasclus-Dancla y col. (33) han estudiado la relacion existente entre
pldsmidos de origen animal y humano que codifican la AAC(3)-1V. Estos autores
encontraron una fuerte homologfa entre dichos pldsmidos al ser cortados con diferentes

enzimas de restriccion.

AAC(3)-V.- Gémez-Lus y col. (71,74) citaron esta enzima por primera vez

para definir una acetilasa que modificaba a GM, TM, SIS, DKB, y NET, causando
resistencia a todos. Se diferenciaba de la AAC(3)-1I porque no prfbducl’a resistencia a KM.
Diferfa de la AAC(3)-IV porque no tenfa actividad con la APM. No se trataba de una
AAC(3)II porque la NEO, PM, LM y RM no eran sustratos.
b

La AAC(3)-V posee un espectro que ocupa una posicién intermedia entre
la AAC(3)-1yla AAC(3)-II. Las cepas productoras de esta enzima muestran un fenotipo de
resistencia éM, TM, DKB, SIS y NET. El gen que codifica la enzima, aacC-5, se ha

encontrado en pldsmidos conjugativos (7,73) y en transposones Tn2922, Tn1699 (7).
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La AAC(3)-V se ha detectado en diferentes géneros de Enterobacterias,

Pseudomonas (171) y Acinetobacter (68).

Barg (7) construy6 una sonda para el gen aacC-5, obteniendo resultados
negativos en éstudios de hibridacién con el ADN de microorganismos productores de

| ANT(2"), AAC(3)-L, 11, Il y IV, ANT(4"), AAC(6')-1, APH(3’)—1A y IV y AAC(2").

 AAC(3)-VL.- Papanicolau y col. (142) detectaron en i’r‘iueve cepas gentamicin-
resistentes de Enterobacterias una enzima capaz de\acetilar la SIS ademds de la GM en el
grupo amino en posicioln 3. Esta enzima fue denominada AAC(3)-Vf; Las cepas productoras
de la misma eran resistentes a GM y SIS, moderadamente resistentes a TM y NET, y

sensibles a AN, ISE, 5-episisomicina, FM y APRA.

Ninguna de estas cepas hibridaba con sondas para AAC(3)-1 6 AAC(3)-V.
‘La AAC(3)-VI sélo modificaba significativamente ala GM y SIS. El determinante genético
de esta enzimé se hallaba en un pldsmido conjugativo. También se ha detectado en cepas de

- Pseudomonas aeruginosa (207).

AAC(3)-VIL.- Pérez-Gonzdlez y col. (144) espudiando una cepa de
Streptomyces :rim‘osus forma paromorﬁycinus, microorganismo ';i)roductor de la PM,
~ encontraron una acetilasa qﬁe modificaba la PM, NEOB y C, LM':A, KMAyB,GMC,
yC, TM, SIS, NET y G-418. La AN, BT, higromicina B, kasugzélmicina, RM, SM y SP
no eran modif%lcadas.La lléunaron AAC(3)-VII, pero el perfil de sustrato era caracterfstico

~de una AAC(3)-IIL

Lopez-Cabrera y col. (116) secuenciaron el gen que codificaba esta enzima,

98

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



aacC-7. Dicho gen constaba de 1495 pares de bases. El gen aacC-7 estaba localizado en un

fragmento de 864 pb que correspondfa a un polipéptido de 31070 daltons de peso molecular |

que correlacionaba con el peso molecular de 32000 daltons de 1a enzima obtenido por
medios ffsicd-qufmicos. Estos autores realizaron estudios de hibridacién del ADN con los
genes de la AAC(3)-Ill y AAC(3)-1V, mostrando una homologfa del 59% y 41%

respectivamente. No se detect6 homologfa con la AAC(3)-1. La estrecha similitud entre la

AACQ)-1II y la AAC(3)-VII (59%) correlaciona bien con los casi indistingu_ibles perfiles de .

sustratos.
4.5.4.- AAC(1).-

Esta enzima constituye un nuevo grupo de acetiltransferasa. Fue descrito por
Lovering y col. (66). Modifica la apramicina en posicién 1-N y la NEO y RM doblemente

“enly6’.

Previamente Hedges y col. (84) habfan detectado una acetiltransferasa que
producfa resistencia a NEO, PM y APRA (CMIs 32-64 ug/ml), en ?cepas de E. coli aisladas
de cerdos. No lograron determinar el grupo funcional diana. La sfntesis estaba dirigida por

un gen cromosémico.

@

Sales y Cunliffe (162) describieron una acetiltransferasa de Micromonospora

inyoensis. Sug sustratos eran NEO, y APRA, mientras que Ia GM y KM no lo eran. Estos

;5 autores no excluyeron la posibilidad de que se tratara de una enzima que actuara sobre el

grupo amino en posicién 1 del anillo II.
+

En la tabla 8, podemos observar la distribuci6n de las enzimas modificadoras
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Tabla 8.- Distribucién de enzimas

modificadoras de aminoglic6sidos en bacterias gram positivas y gram ﬁegativas.-

ENZIMA

GRAM POSITIVAS

‘Staphylococcus . Streptococcus

GRAM NEGATIVAS

FOSFOTRANSFERASAS
APH(3)
APH(3")
APH(5")
APH(6)

-+
+

+ 4+

ACETILTRANSFERASAS
AACQ3)
AAC2")
AAC(6")

!

+ 4+ +

NUCLEOTIDILTRANSFERASAS
ANTQ")
ANT@#4")(4")
AADG")(9)
AAD(6) '

+ 4+

I+ 4 +

BIFUNCIONAL
APH(2")+AAC(6)

+

+

(+): Enzimas pendientes de caracterizacién
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- en bacterias gram positivas y gram negativas.

V)

4.6.- METODOS DE DETECCION DE LAS ENZIMAS MODIFICADORAS.-

Existen tres métodos principales para detectar e identificar las enzimas

modificadoras de aminoglicésidos:

@

4.6.1.- Método Microbiolégico 6 Bioensayo.-

Es un ensayo simple para detectar este tipo de enzimas. Se basa en la |

- reduccién de los halos de inhibicién de los aminoglicésidos causada por el extracto

enzimdtico de la bacteria productora.

" Se colocan diferentes cantidades de extracto enzimdtico sobre los discos de
“antibiético que se hallan sobre un césped formado por una bacteria sensible. Dependiendo
de la reduccién del halo de inhibicién de los distintos antibidticos ensayados podremos

averiguar el perfil y g]ué tipo de enzima es.

Una modificacién consiste en incubar el extracto en presencia del disco de

' . - antibidtico, el cofactor adecuado (Acetil-Coenzima A 6 ATP) y el tamp6n durante 30
| minutos a 37° C. Alguhos problemas que pueden surgir es que los resultados pueden tardar

24 a 48 horas y qﬁe la modificacién no siempre implica inactivacién. -

Una limitacién de este método es que no nos permite distinguir entre

"adenilacién y fosforilacién ya que ambas enzimas usan ATP como cofactor.
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4.6.2.- Método Radioactivo.-

Este método se basa en la fuerte unién de los aminoglicdsidos modificados

.0,no al papel de fosfocelulosa debido a la carga positiva del antibiéﬁco. El ensayo se puede
usar para detectar los tres tipos de actividad y nos mide la transferencia de acetato del
Acetil-Co A marcado con “C, grupo adenilo del ATP marcado con “C 6 fosfato del ATP

\
marcado con *P al antibidtico.

La reaccién se lleva a cabo mezclando el extracto enzimdtico, el cofactor
marcado radioactivamente, tampén y antibidticos e incubando a 30;’ C durante 30 minutos.
De cacia me_zcia se toma una cantidad y se pone en unos cuadrados de papel que se
introducen eﬂ agua a 80° C conel fin de detener la reaccién enzimdtica. Los cofactores que
no han reaccionado se lavan, pgrmaneciendo adheridos los antibi6ticos hayan reaccionado
‘6 no. Una vez seco el papel, se determina la radioactividad. Segun el cofactor usado y el
‘pevrfil de los ahtibiéticos marcados podemos identificar las clases y las subclases de enzimas.

Bongaerts y Vliegenthart (13) argumentan que el estudio de los efectos de

la concentracion de los sustratos sobre las velocidades de reaccién’da mds informacién que

el perfil tfpico obtenido con una séla concentracién de sustrato.

El dnico problema se presenta cuando existen en.una misma cepa varios

enzimas cuyos perfiles se solapan.

;&
fae

. 4.6.3.- Método Genético.-

Se basa en la hibridaci6n del ADN delacepaa estudiar con sondas genéticas
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N
especfficas péra una enzima. Muchas han sido las sondas que se han construido a partir de
los genes que codifican las enzimas modificadoras, tal como hemos citado a lo largo de la
:evisi(in de las mismas. La hibridacién positiva del ADN plasmfdico 6 total de la cepa a
estudiar con ﬁna sonda determinada, nos indica la presencia del gen que codifica la enzima,

por lo tanto nos confirmarfa la presencia de la misma.

Es un método especffico y en combinacién con el método radioenzimdtico

permite una identificacion precisa de las distintas enzimas.

Sin embargo tiene una limitacién, como puede ser-la existencia de distintos

~genes homélogos 6 no que codifican una misma enzima (106, 186).

4.6.4.- Otros Métodos.-

Se han desarrollado otros métodos para detectar enzimas modificadoras de
aminoglicésiaos. Asf Gémez-Lus (72) recientemente ha puesto a punto un método basado
~ en electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato sédico (SDS-PAGE) usando un

_sustrato marcado pafa el estudio de fosfotransferasas.

Otro método usado es el denominado PCR que gorfesponde a las siglas
inglesas» de reaccién en cadena de la polimerasa (206). Esta técnica comienza con la
hibridacién de un corto oligonucledtido sintético (10-20 bases) quie se denomina "primer"
‘auna secuenéia especifica de ADN que flanquea la secuencia diana de interés, permitiendo
a una ADN polimerasa termoestable hacer. copias de la secuencia elegida (extensién). La
repeticion cfclica de hibridacién y extensién permite un gran aumento en el mimero de

copias del ADN diana. El ADN amplificado se detecta mediante la hibridacién con una
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5

sonda oligonucledtida marcada radioactivamente seguida de electroforesis en gel de

poliacrilamida y autorradiograffa.

La ventaja de este método es que puede ser utilizado en lugar de las técnicas
de hibridacidh que son mds laboriosas. Otra ventaja es que se puede detectar de una séla

reaccién combinaciones de distintas enzimas modificadoras de aminoglicésidos en una misma

cepa. La deteccién de estas combinaciones no eran ficiles por los%métodos tradicionales.
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'CAPITULO V.-

" BASES GENETICAS DE LA RESISTENCIA ANTIMICROBIANA..-

5.1.- PLASMIDOS DE RESISTENCIA (35,41,122,184).- ;

La aparicién de bacterias resistentes a antibi6tico$ en las tltimas décadas,

ha sido considerada como una consecuencia genética a la presion selectiva ejercida por la

.o

terapia antimicrobiana. Esta rdpida aparicién de resistencia que segufa a la introduccién de
~

- un determinado antimicrobiano en el 4mbito hospitalario, mostraba la gran capacidad de la

o poblacién migrobiana a adaptarse a los cambios del ambiente.

Los avances en el campo de la genética bacteriana han aclarado muchos
factores genéticos fundamentales que han derivado de la emergencia de- estas bacterias

k3

3
resistentes a fos antimicrobianos.

Cuando se detect$ por primera vez la resistencia bécteriana se pensé que se

trataba de mutaciones. Sin embargo, la frecuencia de mutacién no justificaba la rapidez con
,- ‘ J .

‘Ta que aparecfan las bacterias multirresistentes. El papel que juegan estas mutaciones

~ espontdneas en la repentina incidencia de la resistencia a los antibidticos, se confirmé a

" través de la transferencia genética y con la demostracién de que 1a bacteria puede adquirir

" un material genético adicional bajo la forma de ADN plasmidico 6 ADN cromosémico. Los
pldsmidos son mol}éculz-ls de ADN bicatenario que se multiplican independientemente en las

~ células donde se alojan, y se heredan con regularidad al dividirsé.
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Durante las dos ultimas décadas se ha demostrado este mecanismo de
transferencia en distintos géneros bacterianos, tales como estafilococos y bacterias gram
@

negativas y gram positivas en general, de modo que muchas resiste'ncvias a antibidticos se

deben a la pfésencia de pldsmidos que portan los determinantes genéticos de resistencia.

Se cree que son varios los factores que han contribuido a que los pldsmidos
de resistencié juegﬁen un papel importante en la evolucién de las bacterias. La presencia de
los genes de' resistencia en pldsmidos, los cuales generalmente nb son esenciales para la
supervivencia del microorganismo, provee a la poblacién bacterianq de un minimo de células

capaces de mantener la diversidad genética de la poblacién. Los genes plasmidicos pueden

sufrir cambios evolutivos mds radicales sin afectar a la viabilidad de la célula.

Los pldsmidos constituyen s6lo una pequefia parte'del genoma celular, del
lal3 %. El ADN esde 100 a 1006 veces més pequefio que el cromosoma. Esto explica que
en una bacteria puedan coexistir varios pldsmidos. Su estructura es helicoidal y
superenrollad’h, aparece como si los dos extremos de la doble hélice estuvieran ret\orcidos
antes de ser engélrzédos 'covale‘ntemet_lte. Esta conformacioén se denomina "circuito cerrado

i

covalente” .(ccc) de ADN.

Los pldsmidos, no obstante, pueden contribuir al dé:sarrollo de la resistencia
cromosémica _de .dos formas:

1) Los pldsmidos, ya sea una parte ¢ su totalidad,;':pueden integrarse en el
cromosoma bacteriano. En el caso de las bacterias gram negativas se debe a la presencia de
segmentos cortos de ADN, dehominados secuencias de insercién (IS) que residen tanto en

los pldsmidos como en el cromosoma.

2) Los plﬁsmidoé junto con los bacteriéfagos pueden actuar como vectores
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" pira ADN transponible 6 transposones. Hablaremos de ellos con mds detalle.
5.2.- CLASIFICACION DE LOS PLASMIDOS EN STAPHYLOCOCCUS (136).-
\

" Desde el descubrimento de los pldsmidos en Staphylococcus en los afios

sesenta hasta ahora se han considerado tres clases de pldsmidos:

Clase I son de pequefio tamaiio y presentan un mimero de copias elevado
(10-50 copias por célula). Codifican generalmente resistencia a antibidticos y estdn presentes
en numerosas especies de Staphylococcus. Las resistencias mds frecuentes son a tetraciclina,

N

neomicina, cloranfenicol, eritromicina y estreptomicina.

Clase II: son los primeros que se describieron, codifican B-lactamasas y
producen resistencia a iones inorgdnicos. Aparecen en S. aureus y en otras especies tales

como S. xylo.fus y §. simulans. Son de tamafio mediano.

Clase I11: ha surgido recientemente. Son de alto peso molecular (40-60 Kb)
y portan resistencia a multiples antibiGticos. La mayorfa confiere resistencia a la GM y son

conjugativos.

Clase IV: se podrfa constituir una cuarta clase donde se englobarfan

pldsmidos de tamafio intermedio que causarfan resistencia a penicilina, metales pesados,

o _ aminoglicési(fos y é4cido fusidico.
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5.3.- TRANSPOSONES.-

Como hemos dicho anteriormente, los pldsmidos dentro de la célula tienen
1a posibilidad de recombinarse, bien con el ADN cromosémico ¢ con otros pldsmidos. Esta

" recombinacién estd controlada por enzimas del tipo de las recombinasas y de las integrasas.

Los fenémenos que rodean a la transposicién pueden suceder .

independientemente del -sistema de recombinacién general del huésped (rec) por un

mecanismo de recombinacién especffica. Tales genes pueden llegar a ser estables en algunas

&

1. especies en las cuales las moléculas vectores no pueden replicarse por sf mismas.

' Los transposones juegan un papel importante en la evolucién de los

.. pldsmidos, ya que pueden albergar distintos determinantes de resistencia. Esto explica en

muchas ocasiones la rdpida diseminacién de las bacterias multirresistentes. Incluso, se ha
- “sugerido que la evolucién de los pldsmidos resistentes a GM 'fue consecuencia de la

" transposicién de genes en pldsmidos no conjugativos (136).

5.4.- CONJUGACION (122,136,184).-

Iy M

" Este proceso engloba la capacidad de transferenéia del ADN plasmidico

" desde unas especies a otras. La conjugacién es un fenémeno (;Qmplejb ‘que implica un
o S

nimero de funciones diferentes. Requiere el contacto entre las paredes celulares de las

bacterias doﬁadoras y receptoras, ademds de las sfntesis de pilis s;xuales por las bacterias

donadoras. La informacién genética necesaria para que este procego ocurra se encuentra en

el propio pldsmido, generalmente de gran tamafio (pldsmido conjugativo). Un pldsmido es

no conjugativo cuando no posee la informacién necesaria para la transmisién del mismo por

&
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conjugacion; son generalmente pldsmidos de bajo peso molecular.

Consideraremos aparte el proceso de conjugacién que tiene lugar entre las

cepas del género Staphylococcus.

La éonjugacién entre Staphylococcus fue descrita por primera vez en 1982
: por Jaffe y col. (91), quienes observaron que los pldsmidos que codificaban 1a resistencia

ala gentami'.cina tanto en Staphylococcus aureus como en Staphylococcus coagulasa
negativos en ﬁn mismo hospital estaban ralacionados estructuralmente. Sugirieron por tanto
o Que existfa una transferencia de este material genético y que los estafilococos coagulasa
negativos ser;/ﬁm como reservorio de pldsmidos de resistencia y que eran transferidos a los

~ Staphylococcus aureus, los cuales originaban auténticas situacioneés epidémicas dentro del

. &mbito hospifalario.

Posteriormente Mc Donnell y cbl. (128) y Fbrbes y Schaberg (55)
independientémente, caracterizaron el proceso por el cual se llevaba a cabo esta transferencia
genética. Concluyeron que se trataba de una transferencia conjugativa similar a. las ocurridas
en Enterobac}erias, independiehte de la presencia del fago y que podfa realizarse in vitro.
El contacto célula a célula era esencial para la transferencia, puesto que ésta no tenfa lugar
v R
en medio lfqﬁido sino en filtros en medio s6lido. El proceso no se vefa afectado por la
presencia del citrato, suero humano ni ADNasa, por lo que conclhyeron que se trataba de
una conjugacién similar a la que tenfa lugar en Streptococcus. Mec;l.iante este mecanismo se

podfa transmitir la resistencia a la GM entre la misma especie, de_"S. aureus a S. aureus, 6

bien entre distintas especies, de S. epidermidis a S. aureus.
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W
Los pldsmidos conjugativos de Staphylococcus han sido descritos en
diferentes localizaciones geogrificas alejadas entre si (4,5,21,52,64,193,195,196,213). Asf
mismo, se ha descrito la trahsferencia de pldsmidos que contienen los determinantes
genéticos de resistencia a los aminoglicésidos entre Staphylococcus en la piel humana y de
ratones (133). Estos plésmidos también son capaces de movilizar in vivo otros pldsmidos de
resistencia no transferibles. Esto apoya la hipétesis de que la piel constituye un hébitat de
mantenimiento dé cepas reservorios de genes de resistencia implicados en la patogenicidad.
También se han descrito procesos conjugatjvos en la indumentaria quinirgica y en ropa de
cama; parece ser que la conjugacién se ve favorecida por la presencia de superficies secas

' absorbentes (122).

- Los pl4smidos conjugativos de Staphylococcus tier‘%én un tamafio que varfa
de 38 a 57 Kl; La adicion de polietilenglicol al medio de cultivo incrementa 1a agregacion
celular y consecuentemente la transferencia de pldsmidos Tra* tl(122,193,194,195,196).
Como ya heni%s visto los pldsmidos Tra* son capaceé de movilizar y/o cotransferir pequefios
pldsmidos corresidentes que codifican otras resistencias antimicrobianas y que por sf mismos
no son transferibles. R,eciemerﬁahte, se han descrito mecanismos de recbmbinacién en cepas
de S. aureus ientre pldsmidos conjdgativ0$ y otros pldsmidos que no 1o son, para dar lugar
a nuevos pldsmidos .conjugativos de resistencia (198). Este proceso'es similar al observado
en S. aureus“g‘i'durante la transduccién entre pldsmidos compatibles (122,136), pero no se

habfa descrito durante la conjugacién.

Los procesos conjugativos entre cepas de Staphylococcus en el d4mbito
. hospitalario han cobrado interés en los iltimos afios, hasta el punfb de realizarse estudios

sobre la prevalencia de pldsmidos conjugativos entre los aislados clfnicos de Staphylococcus

procedentes de distintos hospitales en Estados Unidos (3). i

53
ki

110

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



Tipos de plismidos conjugativos en Staghylococéus.— Se han descrito tres

tipos de plésmidos conjugativos en cepas de estafilococos:

1) Los que codifican resistencia a GM, KM, NEO y en algunas ocasiones
produccién de penicilinasas (4,52,55,128). Son capaces de movilizar pldsmidos no
conjugativos 'y se encontraron inicialmente en aislados de Estados Unidos, posteriormente

aparecieron én Australia, Jap6n y Europa.

2) Los que producen un pigmento difusible y codifican resistencia a
macrélidos, lincosamidas y estreptogramina B, y en algunos casos'a KM, NEO, SM y SP.
Hasta ahora s6lo se han encontrado en Australia y no parecen movilizar pldsmidos no

conjugativos:(193).

3) Los pldsmidos tipo 3 se describieron a partir &e un aislado de Nigeria
(193). No poseen fenotipo de resistencia sino que pueden movilizar otros pldsmidos no

conjugativosb.
5.5.- MOVILIZACION.-

Este proceso consiste en que al transferirse el pldsmido conjugativo pueda
transmitirse otro plasmido que no lo sea. El primero en la mayorfa de los casos moviliza al

i

segundo.

Este fenémeno s6lo se habfa descrito en bacterias gram negativas, pero

récientemente se ha encontrado también én gram positivas (152,193,194).

<4

o
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Se han establecido dos modelos bésicos para intentar explicar la movilizacién
en gérmenes gram negativos con un pldsmido conjugativo bien caracterizado y un pldsmido

no conjugativo movilizable.

1) Un me;anismo ser‘la.el de conduccién, en este modelo, el pldsmido
movilizado se combina con .el conjugativo por medio de recombinacién entre las regiones
homélogas durante la transposicién. Este modelo predice que en la mayorfa de los
transoohjugéﬁtes se encontrardn ambos tipos de pldsmidos.

? 2) El segundo modelo es la movilizacién por donacién. En este modelo el
pldsmido mo;vi‘]izado codifica una protefna que dar4 lugar al factor de transferencia (ont).
Segiin este rr;odelov, la cepa transconjugante sélo tendrd copias dél pldsmido movilizado y
sélo serd efectivo si la maquinaria conjugativa estd codificada por el genoma de un pldsmido

corresidente.

Projan y col. (152) estudiaron el mecanismo de movilizacién en cepas de §.
aureus y encontraron que era andlogo a la movilizacién por donacion observada en cepas

gram negativas.

R

En definitiva, este proceso facilita la transferencia de pldsmidos que en

principio eran incapaces de transferirse. Se ha descrito que el cromosoma bacteriano 6 parte

de él puede movilizarse si se integra en un pldsmido conjugativo (194).

3.
f
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5.6.- TRANSDUCCION (122,136).-

Es un proceso de transferencia de genes codificados en pldsmidos no
conjugativos, los cuales se insertan en el genoma del fago que se encuentra en la bacteria

donadora. El pldsmido es transmitido por el virus cuando infecta a otra bacteria (receptora).

* Durante mucho tiempo se pensé que la transduccién era el mecanismo por

el cual los Staphylococcus podfan intercambiar su informacién genética in vivo. Para este

L proceso se réquiere la presencia de los iones Ca’*, ya que las partfculas del fago los

necesitan para la uni6n con la superficie celular. Por lo tanto agentes quelantes como el

citrato pueden inhibir este proceso.

Se ha descartado la cotransduccién de pequeiios plésrﬁidos en Staphylococcus
que codiﬁcan‘ resistencia a SM y tetraciclina. Se ha sugerido que estos pldsmidos llevan a
cabo uné recombinacién durante la formacién de la partfcula t?ansducto;a, la cual es
reversible en la célula receptora. Los fagos transductores generalizados de S.aureus, tal

como indica su nombre, son capaces de transferir ADN plasmidico y cromosémico. .

@ La transduccién espontdnea constituye una manera natural de transferencia
de pldsmidos que puede suceder en tejidos infectados 6 en la supéfﬁcie de la piel, intra 6

interespecfficamente.

\

5.7.- TRANSFORMACION (114,122,136).-

Consiste en la introduccién experimental de pléé"midos de una bacteria

donadora en una cepa. receptora. Para que esto pueda ocurrir la c¢epa receptora debe ser
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"competente”, es decir las paredes bacterianas deben estar permeabilfzadas para que el ADN

pueda atravesarlas y pasar al interior de la célula.

- En el proceso de la transformacién se puede transferir tanto marcadores

cromosémicos como plasmidicos. Existen métodos de transformacién especfficos para

. 5 plasmidos, tanto para Enterobacterias como para Staphylococcus aureus (113).

La frecuencia de transformacién en S. aureus es generalmente muy baja

(= 10* transformantes/ug de ADN) (136), pero no obstante, este prbceso se ha usado en la

' - ' \
' . introduccién experimental de pldsmidos de S. aureus en otras especies de Staphylococcus

- (113,114), Bacillus subtilis (54) y en E. coli (31) usando el plésmido como vector. Asf

mismo, §. aureus puede ser transformada por ADN aislado de Bacillus subtilis y S.

epidermidis.

Recientemente se hé descrito un método de transformacidn que difiere de los
5 ~ tradicionales, Vfcnlue son largos y de bajo rendimiento. Este método es la electroporacién (156),
| ~ esuna técnica répida y con un alto rendimiento. Se basa en someter a las células receptoras

" a campos elégtricos que originan una apertura pasajera y reversible de los poros en la

: membrana celular, a través de la cual penetrardn las moléculas de 4cido nucléico. Se ha

q

detectado una frecuencia de mds de 10° transformantes/pg de ADN en cepas gram negativas,

_mientras que para los gram positivos es mds baja, debido a que la entrada de ADN en el

citoplasma es ‘fimpedida por la gruesa pared celular que supone una barrera bastante efectiva

' oala penetracién del ADN a través de la membrana celular.
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5.8.- CURACION (6).-

La divisi6n de los pldsmidos generalmente es paralela a la divisién celular
ala .hora de transmitirse de células madres a hijas. En algunas ocasiones puede producirse
la pérdida espontdnea 6 bien provocada del pldsmido como resultado de un defecto en la
réplicacién vd.el mismo. Esta pérdida se denomina CURACION. Las pérdidas espontdneas
son ﬂecuentes, pero en condiciones experimentales se pueden aumentar.

’ . ! .

Este fenémeno es util a la hora de demostrar si la resistencia a determinado
antibidtico es de origen plasmfdico 6 no, verificando si existe correlacién entré la pérdida
de resistencia y la desaparicién del ADN plasmidico. Esta técnica és particularmente 1til en
el caso de pl{i:smidds autotransferibles 6 no movilizables. Para ello ge utilizan sustancias que
inhiben la ieplicacidn- plasmfdica y pdr lo tanto ocasionan simult;ineamente la pérdida de
resistencia codificada por piésmidos. Se han utilizado como sustaricias curantes, el naranja

de acridina (96), bromuro de etidio (55), novobiocina (55), mitoﬁiéina C, rifampicina (210),
| acriﬂavina; duodecil—sulfato-sddico (SDS), temperatura (210). Lii temperatura es titil en
pldsmidos de S. aureus, ya que los mismos son inestables a 40-45° C. La novobiocina actiia

' inhibiendo la ADNgirasa hecesaria para superenrollar las cadenas de ADN..

S

La’ eficacia de estos agentes varfa en funcién del pldsmido en estudio y la
sustancia utiljzada. Puesto que el criterio de curacién se pone de manifiesto por la pérdida
de propiedadi fenotfpica transferida por el pldsmido, es importante eliminar otros fenémenos
tales como la mutacién; ya que las sustancias empleadas suelen ser mutégénicas, es
importante téner en cuenta que la irreversibilidad de la pérdida es un argumento en contra

‘

de la mutacidn.
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5.9.- INCOMPATIBILIDAD (122,196).-

\

La incompatibilidad (Inc) es la incapacidad de dos pldsmidos de coexistir en

" ]a misma célula de manera estable y en ausencia de presién selectiva.

Los pldsmidos son unidades autondmicas autorreplicables. Unos dan lugar
a una séla cop_ig de ADN, miéntras otros oﬁginan varias. Cada pldsmido controla el mimero
= de copias que'debe haber -en cada célula. Para la replicacion necesitan unirse a un sitio
especffico de la membran# citoplasmdtica. Aquf surge la incompatibilidad al competir
~ pldsmidos eniparentados por la misma posicién en la membrana. La incompatibilidad ocurre
entre pldsmidos fe_lacionados genéticamente y puede ser debida a que comparten elementos
comunes implicados en el control de la replicacién de los mismos. Por lo tanto, pldsmidos
con el mismo control de replicacién son incompatibles, mientras quevlos que tienen diferente

~ control de replicacién, generalmente son compatibles.

La incompatibilidad es una propiedad estable hereditaria porque estd asociada
- ala replicacién de los genes. Por lo tanto, esta propiedad sirve de base para la clasificacion
de los pldsmidos, siendo mds adecuada que las basadas en genes de resistencia, ya que

‘debido a las pﬂi)piedades de transposicién, genes similares de resistencia pueden resultar de

- plasmidos no relacionados. Se han determinado treinta grupos de incompatibilidades en

Enterobacteriaiv y quince grupos en Staphylococcus aureus. El grupo de incompatibilidad
~ ndmero quince engloba a pldsmidos conjugativos sin fenotipo de resistencia descritos en

cepas de S. aureus (196).
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5.10.- OTROS TIPOS DE PLASMIDOS.-

La informacién que contienen los pldsmidos es muy variada. Brevemente
expondremos algunos tipos:
Factores F: contienen los genes necesarios para que se lleve a cabo la

conjugacién. También se denominan factores sexuales.

Factores col.: 6 colicinogénicos, que portan la informacién genética de las
" bacteriocinas- que son protefnas de determinadas bacterias letales para otras del mismo

género 6 semejantes.

Determinantes de_patogenicidad; son pldsmidos que determinan la

patogenicidad de ciertas bacterias en los mamfferos. Los "Ent" codifican la sfntesis de las
enterotoxinas, mientras que los “Inv" son los responsables de la capacidad de penetracién

“ en las células epiteliales del intestino de bacterias enteroinvasivas tales como Shigella 6 E.

coli.

Factores R: 6 de resistencia. Presentan los determinantes genéticos

" responsables de la resistencia en muchas bacterias. Pueden promover la elaboracion de

" ehzimas degradantes 6 modificadoras como ya hemos visto: adenilasas, fosforilasas,
‘acetilasas, B-lactamasas, etc. La importancia estriba desde el puntd de vista clfnico, ya que
el uso intensivo e indiscriminado de los antibiGticos selecciona la poblaci6n resistente de la

X

* - flora normal que puede transferir sus pldsmidos de resistencia a microorganismos mds

patégenos.
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MATERIAL Y METODOS



Las cepas de Staphylococcus objeto de este estudio fueron obtenidas a partir

de cultivos procedentes de muestras de pacientes del Hospital Insular de Las Palmas.

_‘ Las muestras qﬁe llegaban al laboratorio se sembraban en agar sangre y sé
incubaban en una estufa a 37° C durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se procedfa
a su identificacién bioqufmica y al andlisis de su sensibilidad a antibidticos. Se eligieron

aquellas cepas de Staphylococcus que expresaran resistencia a uno 6 mds aminoglicésidos.

CAPITULO VL.

PRUEBAS ESPECIFICAS PARA STAPHYLOCOCCUS.-

6.1.- PRUEBA DE LA COAGULASA.-

~ Consiste en poner de manifiesto la enzima coagulasa que poseen algunos
Staphylococcds. Estos gérmenes, incluidos en la especie Staphylococcus aureus, son
considerados patégenos. Actualmente se sabe que hay Staphylococcus coagulasa negativos

virulentos y productores de cuadros clfnicos.

" Medio de cultivo.- La prueba puede hacerse partiendo directamente de una

- colonia obtenida en la placa de aislamiento, pero es mejor utilizar un crecimiento de 18-24

horas obtenido de un medio lfquido enriquecido, como la infusién cerebro-corazén.

Reactivo.- Se utiliza plasma de conejo.
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MLOd_Q.- Se depositan 0,5 ml de plasma (iéntro del tubo de hemdlisis y se
afiaden 0,5 ml de un cultivo del gérmen en infusién cerebro-corazon 6 se resuspenden 2-4
colonias con un asa de Siembra. Se mezcla suavemente por rotacién del tubo, sin agitar.
Incubamos a>‘37° C, preferiblemente en bafio de agua, observando el tubo cada treinta

minutos, hasta las cuatro horas.

Resultado.- Se considera como prueba positiva la formacién de un codgulo,
que se manifiesta al inclinar el tubo. Los tubos se leen a las cuatro horas, pero no se da un

resultado negativo (ausencia de codgulo) hasta transcurrido veinticuatro horas.
6.2.- PRUEBA DE LA PRODUCCION DE LIMO (147).-

La produccién de limo por los estafilococos coagulasa negativos, se asocia
con la capacidad que estos microorganismos tienen para adherirse a las superficies de
catéteres, sondas, etcétera. Ademds, para muchos autores, es una propiedad importante para

distinguir entre cepas de Staphylococcus epidermidis patégenas y no patégenas.

Método.- Se toma de la superficie de una placa de agar sangre, una colonia
del microorgénismo y se inocula en un tubo de poliestireno que contiene 5-10 ml de TSB,
incub4ndose a continuacién a 37° C durante 24-48 horas. Pasado ese tiempo, el contenido

del tubo se elimina, se lava con agua destilada y se tifie con safranina.

Resultado.- La produccién de limo se considera positiva si se aprecia una
pelfcula visible en las paredes del tubo. La formacién de un anillo en la interfase 1{quido-aire

no se considera indicativo de produccién de limo.

@
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CAPITULOQO VII.-

IDENTIFICACION BIOQUIMICA.-

La identificacién bioqufmica se ha realizado utilizando el sistema API-
STAPH. Este es un sistema de identificacién de los Micrococcaceae que se basa en 19

caracteres.

L.as diférentes pruebas de la galerfa se presentan de forma deshidratada. Su
reconstitucion se realiia anadiendo a cada tubo el medio apropiado’inocﬁlado con la cepa a
estudiaf, que previamente se ha debido cultivar en un medio sélido,iu.s:indose habitualmente
el agar P. La incubacién se hacé a 35-37° C durante 18 horas (a veces 48 horas). La lectura
e interpretaci6n las veremos en la tabla 9. La identificacién estd basada en la clasificacién

de Kloos-Schleifer.

4
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Tabla 9.- Lectura e interpretacién de las diferentes pruebas del API-STAPH.-

PRUEBA  SUSTRATO NEGATIVO POSITIVO

GLU D-GLUCOSA ROJO AMARILLO

FRU D-FRUCTOSA ROJO AMARILLO

MNE D-MANOSA ROJO AMARILLO

MAL MALTOSA ROJO AMARILLO

LAC LACTOSA ROJO AMARILLO

TRE D-TREHALOSA ROJO ., AMARILLO

MAN D-MANITOL ROJO . AMARILLO

XLT XILITOL ROJO  AMARILLO

MEL D-MELOBIOSA ROJO AMARILLO

NIT NITRATO DE INCOLORA ROJO

POTASIO

PAL B-NAFTIL AMARILLO VIOLETA
FOSFATO ;

VP PIRUVATO INCOLORA VIOLETA
DE SODIO

RAF RAFINOSA 'ROJO AMARILLO

XYL XILOSA ROJO AMARILLO

SAC SACAROSA ROJO AMARILLO

MDG . o-METIL ROJO AMARILLO

| D-GLUCOSA

NAG N-ACETIL ROJO ~ AMARILLO
D-GLUCOSA -

ADH ARGININA AMARILLO ROJO

URE UREA AMARILLO ROJO
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CAPITULO VIIL-

MEDIOS DE CULTIVOS.-

8.1.- MEDIOS DE AISLAMIENTO.-

* Agar Salado Manitol (Difco) :

Compoéicién :

Pro;eosa-Peptona 10,000 g
Extracto de carne 1;000 g
* | Bacto-D-Manitol 10.,000 g
Cloruro sédico 75,000 g
Agar 15,000 g
Rojo fenol 0,025 g

pH (25°C) : 7,4 + 0,2

Preparaci6n :

Se rehidratan 111 gramos del medio en un litro de agua destilada,
calentando hasta su total disolucidn. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos.
Se distribuye en placas de Petri de 10 cm de didmetro, las cuales una vez solidificadas, se

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

* Agar Sangre @

Composicién : Como medio base se utilizé Agar con soja triptica (Difco).

Triptona 150¢g
Peptona de soja 50g

Cloruro sédico "50¢g
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Agar 150 g
pH (25° C) : 7,3

Preparacién :

a Se rehidratan 40 gramos del medio en un litro de agua, calentando
hasta su total disolucién. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Cuando
el medio estd aproximadamente a 45° C se le afiade la sangre en condiciones asépticas. Se

dispone el medio en placas de Petri de 10 cm de didmetro y se espera que se solidifique. Las

placas se incuban a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.
8.2.- MEDIOS DE PROPAGACION.-

* Agar de infusién cerebro y corazén (Difco) :
[

Composicién :

Infusién de cerebro de ternera : 200,0 g
Infusién de cerebro de buey 2500 g
Proteosa-Peptona 1;0,0 g
Dextrosa 20g
Cloruro sédico 50¢g
X Fosfato disédico 25¢g
Agar | 150 g

pH (25°C): 7,4
Preparacién :

Se rehidratan 52 gramos del medio en un litro de agua destilada
* calentando hasta su total disolucién. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos.
Se distribuye en placas de Petri de 10 cm de didmetro, las cuales una vez solidificadas, se

incuban a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.
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* Caldo de infusion cerebro-corazén (Difco) :

Composicién :

Infusién de cerebro de ternera 200,0 g
Infusién de corazén de buey 250,0 g
Proteosa-Peptona lb,O g
Dextrosa _2,0 g
Cloruro sédico 50g
Fosfato disédico - 25¢g

pH 25°C) : 7,4
i Preparacion :
| Se rehidratan 37 gramos del medio .en un litro de agua destilada
agitando hasfa su total disolucién. Se dispensa la cantidad deseada en tuboé y se esteriliza
en autbclai/e a 121° C durante 15 minutos. Se incuba a 37° C durante 24 horas para
aSegurar su esterilida(i. |

Y]

8.3.- MEDIOS PARA LA CONSERVACION DE LAS CEPASﬁ—

Composicidn :

Bacto-Peptona (Difco) 10,0 g
Cloruro sddico 50¢g
* » Bacto-Agar 10,0 g

[
)

Preparacion :

Se resuspenden los ingredientes en un litro de agua destilada
\

calentando hasta su total disolucién. Se dispensa el medio en tubos pequefios con tapon de
rosca. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos y se deja solidificar con los

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

L
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8.4.- MEDIOS PARA EL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.-

* Agar de Mueller-Hinton (Difco) :

Composicién :

Infusién de carne 300,0 g
Acidos de Casamino 17,5 g
Almidén .1,5 g
Agar 17,0 g

pH (25° C) : 7,4

Preparacién :

Se rehidratan 38 gramos del medio en un litro de agua destilada,
calentando hasta su total disolucién. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante 15 minutos.
Se distribuye en placas de Petri de 15 cm de didmetro. Una vez solidificadas las placas, se

incuban en estufa a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.
8.5.- MEDIOS PARA LA EXTRACCION DEL ADN PLASMIDICO.-

* Medio LB ("Luria-Bertani") :

Composicién :

Bacto-Triptona 10,0 g
I Extracto de levadura » 50¢g
Cloruro sé6dico 50¢g

Preparacién :

Se resuspenden los ingredientes en un litro de aglia destilada y se
agita la mezcla hasta su total disolucién. Se distribuye en tubos y se esteriliza en autoclave

al2l°C durante 15 ﬁxinutos.
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8.6.- MEDIO PARA CONJUGACION.-

. Agar infusién cerebro y corazén con antibiéticos :

El agar infusién de cerebro y corazon s;: prepara como vimos
anteriormente, pero antes de distribuirlo en placas se deja enfriar hasta 55-60° C. A esta
temperatura sé le afiade las soluciones de antibiéticos. Se mezcla bie;ll; y se reparte en placas.

2 El agar infusién de cerebro y corazén con aﬁtibidticos se utiliza para
seleccionar a ios transconjugantes. En la seleccién de lés transconjugantes se utliliza este
medio con novobiocina y un aminoglicésido. La concentracion dé novobiocina en laS placas
es de 4 mg/l; (ie gentamicina, neomicina y es;reptomicina es de 10 mg/l; de tobramicina es
de 20 mg/l.

En la seleccién de las cepas curadas se utiliza este medio con el

aminoglic6sido s6lo, en las concentraciones ya vistas, ¢ bien usamos penicilina en una

concentracién de 10 unidades/ml.
8.7.- MEDIOS PARA TRANSFORMACION.-

" * Medio de TSB (Difco) :

Composicién :

Bacto-Triptona _ 175,0 g
! Bacto-Soitona 30g
Bacto-Dextrosa 25¢g
Cloruro sédico : 50g
' Fosfato dipotdsico . 2,5¢g

pH (25° C) : 7,340,2
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Preparacion :

Se rehidratan 30 gramos dei medio en un-litro de agua destilada
agitando hasta su total disolucién. Se dispensa en tubos la cantidad deseada y se esteriliza
en autoclave a 121° C durante 15 minutos. Se incuba a 37°C durante 24 horas para asegurar

su esterilidad.

" % Medio de TSA ( Difco) :

\

Composicién :

Bacto-Triptona _ 15¢g
Bacto-Soitona . '-5 g
Cloruro sdldico Sg
- Agar ' | 15g

pH (25° C) : 7,3;_+~0,2
Preparacién :
Se rehidratan 40 gramos del medio en un litco de agua destilada
calentando hasta su total disoluci6n. Se esteriliza en autoclave a 121;’ C durante 15 minutos.
Se distribuye en placas de Petri de 10 cm de didmetro, las cuales una vez solidificadas, se

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

~ * Agar infusion cerebro y corazén con antibiéticos :
Al igual que vimos anteriormente, este medio se utiliza para
seleccionar a los transformantes. En esta seleccién sélo se utiliza el antibidtico
aminoglicésidp, en concentraciones de 10 mg/l para la gentamicina, neomicina y

estreptomicina, y 20 mg/l para la tobramicina.
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8.8.- MEDIO‘PARA_ LA IDENTIFICACION POR API-STAPH.-

* Agar P :

Composicion :

. Triptona o - 10g
Extracto de levadura :‘5 g
Cloruro sédico l‘5 g
Glucosa : lg
Agar 15¢

pH (25° C) : 7,2

Pteparacidn :

Se disuelven los componentes del medio en un litro de agua
destilada, calentando hasta su total disoluci6n. Se esteriliza en autoclave a 121° C durante
15 minutos. Se distribuye en placas de 10 cm de didmetro, las cuales una vez solidificadas,

se incuban a 37° C durante 24 horas para asegurar su esterilidad.
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CAPITULO IX.-

ESTUDIODE LA SUSCEPTIBILIDAD A LOS ANTIMICROBJIANOS.-

9.1.- ANTIBIOGRAMA.-

El antibiograma supone el estudio in vitro del comportamiento de los

antibidticos y quimioterépicos frente a un microorganismo. Determina la sensibilidad o

resistencia de-una bacteria a los antibacterianos de uso clfnico.

Conviene puntualizar que los términos antibidtico, antibacteriano y-

quim_ioterépicb, se emplean a menudo indistintamente para designar cualquier sustancia de
uso médico. utilizable en el tratamiento de enfermedades infecciosa?.

P Con el antibiograma se trata de reproducir in vitro la situacién en que se
encuentra el microérganismo en el huésped humano. El resultacio de estas técnicas de
determinacidﬁ? de sensibilidadv;s puede estar influenciado por las condiciones y los factores
que intervieneh en las mismas, por lo que se ha tratado de estandarizar estas variables. Asf{

pues, el procedimiento utilizado es el método de Kirby-Bauer de difusion en placa.

Se emplea agar de Mueller-Hinton (Difco) que carece de 4cido para-amino-
benzdico, antagonista ;de las sulfamidas. A partir de una colonia aiSlada se prepara una
suspension bacteriana en solucién salina estéril hasta obtener un indculo aproximadamente
de 10° UFC‘:/ml. Con un. hisopo estéril humedecido en la isolucién se impregna
upiformeménte toda la placa, en forma de barniz continuo. Una vez seca, se colocan los

discos de antibiGticos. Incubamos a 37° C durante 24 horas y a continuacién se miden los
$

{F
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halos de inhibicién que se hayan originado alrededor del disco.

Atendiendo a los criterios de interpretacién utilizados habitualmente, las

bacterias las podemos clasificar en:

Sensibles: Las que son inhibidas fcilmente con las concentraciones de

antibi6ticos que se alcanzan en sangre tras la administracién de las dosis que se consideran -

normales.

~ Moderadamente sensibles: Son aquellas que se inhiben sélamente con las
concentraciones que se alcanzan en las zonas donde el antibidtico se concentra ¢ con

concentraciones que se alcanzan en sangre tras la administracién de dosis mds elevadas de

las habituales.‘

E

/

. Resistentes: Las que no son inhibidas con las concentraciones alcanzadas en

sangre tras la administracién de las dosis mdximas empleadas en clfnica.
9.2.- METODO DE DILUCION EN AGAR.-

" La dilucién es el método cuantitativo de referencia para la determinacion de
la sensibilidad y la resistencia de los microorganismos. Su fundamento es la determinacién
del crecimiento del microorganismo en presencia de concentraciones crecientes del
antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de cultivo.

La concentracién minima inhibitoria (CMI) para una cepa y un antibidtico

dados, se define como la menor concentracién del formaco a la que no hay crecimiento

g
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visible.

El c4lculo de CMIs se realiza mediante el método de macrodilucién en placa

usando el replicador de Steer.

Se preparan diluciones seriadas de cada antibié;ico, de modo que cada
concentracion sea la mitad de la anterior.
"

Estos agentes antimicrobianos en solucién se incorporardn a las placés de
Mueller-Hinton, en una proporcién de 2:18 (ml). La adicién del antibi6tico se hace a una
temperatura no superior a los 50° C. La mezcla se deja solidificar situando las placas en una
superficie horizontal. El intervalo de concentraciones usadas varfa de 0,06 pg/ml hasta 512

pug/ml,

Por ot'ro lado se preparan suspensiones bacterianas'en solucin salina estéril
hasta obtener una turbidez equivalente a la del patrén McFarland 0,5, que equivale a 108
UFC de Staphylocéccus. Se rellenan los pocillos del replicador con 500 ul de estas
éuspensiones, todo ello en condiciones estériles, mojamos el cabezai del replicador en los

. .
pocillos e inoculamos la placa.

Las placas se incuban en una estufa a 37° C durante 18-24 horas.
Transcurrido este tiempo, la menor concentracién de antibiético a la cual no se observa

it
crecimiento visible es Ia que se toma como CML.

Sin embargo, existen problemas que pueden presentarse al llevar a cabo

ensayos de sensibilidad con estafilococos resistentes a la meticilina. Esto es debido a la

3
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@

%

presencia de microorganismos denominados heterorresistentes, que indican que cada cultivo
éontigne subpoblaciones sensibles y resistentes. La subpoblacidn resistente a la meticilina,
en general, sé desarrolla mds lentamente que la subpoblacién sensible. Debido a que las
células resistentes se multiplican con mayor rapidez a temperatﬁra mds baja y con un
contenido salino del medio entre 2-5%, se introdujo una modificacién en el método de
deteccién (79,,174)' Asf, la £emperatura de incubacién es de 30° C y el tiempo de incubacién
de 24 hbras. Enel caso de Staphylococcus epidermidis no se puede dar un resultado negativo

hasta transcurrido 48 horas.

El medio de cultivo empleado es Mueller-Hinton suplementado con cationes
y con una céncentracién de cloruro sédico del 2%. El inéculo que consideramos es el
equivalente al 0,5 de la escala McFarland. Se ha de observar cuidadosamente la inhibicidn

del crecimiento en los pocillos.
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CAPITULO X.-

OBTENCION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS.-

Se inoculan 100 ml de caldo de infusién de cerebro y corazén con un cultivo

fresco del microorganismo en estudio.

Se i'ncuba‘ dﬁrante 24 horas a 37° C con agitacién en un agitador orbital
(Lab-Line Insjtrumelnt Inc.). Se recoge en tubos de centrffuga de 200 ml. Se centrifugan
durante 10 minutos a 8000 rpm en una centrffuga Sorvall RC5B refrigerada a 4° C. Se
desecha el sobrenadante y se lava el_sedimento con tampdn de sonicado frfo (4° C). La

centrifugacién y el lavado se repiten dos 6 tres veces.

Tras la dltima centrifugacidn, se resuspende el sedimento en 2 ml de tampén
de sonicado frfo. Se transfiere a un tubo cénico de vidrio. A continuacién, le afiadimos
lisostafina (Sigma), en una concentracién del 1,5 % sobre el volumen final. Dejamos actuar

la lisostafina, poniendo los tubos durante dos horas en un bafio de agua a 37° C.

Transcurrido este tiempo, se observard un camb?o en la transparencia,
tomamos ios fubos y los ponemos en hielo para llevar a cabo la sonicacién. Esta se realiza
a una amplit&d de 70 watios en un sonicgdor Lab-Sonic System con microtip (Lab-Line
Iﬁstrument Inc. EEUU). Se dan pulsos de sonicacién de 40 segundos con intervalos de 20

2

segundos entre dos pulsos, hasta totalizar cinco minutos.
v Una vez efectuada la sonicacién se transfiere con pipetas Pasteur a los tubos
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de centrifuga de 10 ml. Se centrifuga 30 minutos a 20000 rpm. Se recoge ¢l sobrenadante

y se reparte en alfcuotas. Luego se congela hasta su posterior utilizacion.
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CAPITULO XI.-

ENSAYO DE ENZIMAS MODIFICADORAS DE

AMINOGLICOSIDOS.-

La actividad de las enzimas modificadoras se puede detectar por medio de
un ensayo de fijacién en papel de fosfocelulosa, ideado por Davies y col., el cual mide la
transferencia de radioactividad desde un cofactor adecuado al antibiético.

a

La mezcla de reaccién consta de tampdn, cofactor mércado radioactivamente,
extracto enzirr‘lético y solucién de antibi6tico. El fundamento es el siguiente: la parte
marcada del cofactor pasard al antibi6tico por accién de la enzima modificadora; por la
presencia de grupos aminos, los aminoglicGsidos adquieren cardcter bsico (pHentre 5y 9)
y adem4s estdn cargados positivamente; ambas propiedades les permiten enlazarse ficilmente
a.papel de fosfocelulosa, cargado negativamente. Si impregnamos un papel de fosfocelulosa
con la mezcla de reaccion después de ‘pr_oducida ésta, y lavamos con agua para parar la
reaccion, la medida de radioactividad nos dar4 la informacién que necesitamos. Por lo tanto,

si se detecta radioactividad, nos confirma la presencia de una enzima modificadora.

11.1.- TECNICA.-
Los componentes del ensayo se mezclan en tubos de 1x7 mm colocados en

bafios de hielo. Estos componentes varfan dependiendo del tipo de ‘actividad que queremos

detectar.
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* Ensayo de Fosforilacién :
10 pl de tampdn de fosforilasa
10 pl de la solucién de ¥P-ATP
10 y.i de extracto enzimdtico

2 l de solucién de antibidtico de 10 mg/ml

* Ensayo de Nucleotidilacion :
10 pl de tampén de adenilasa
10 1 de solucién de “C-ATP
- 10 pl de extracto enzimitico

2 pl de solucién de antibidtico de 1 mg/ml -

. Ensayo de Acetilacion :
10 pl de tampdn de acetilasa
10 pl de solucién de “C-Acetil-Coenzima A
10 pl de extracto enzimdtico

2 ul de solucién de antibidtico de 1 mg/ml’

Se deben colocar en cada serie de ensayos, tubos control en los que se

mezclan todos los componentes excepto uno, que bien puede ser el extracto 6 el antibidtico.

~ Agitamos los tubos y los ponemos a incubar en un bafio a 30 °C durante 30

minutos. Transcurrido este tiempo, volvemos a colocar los tubos en el bafio de hielo y

transferimos 20 pl de cada tubo a un cuadrado (1 cm?) de papel de fosfocelulosa Whatman

P-81 (Bolston LTD, England), numerado con ldpiz y sujeto con alfileres a un bloque de

poliuretano. -
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Después de 30 segundos a temperatura ambiente, los papeles, con sus
correspondientes alfileres, se introducen en un vaso de precipitado con 500 mi
aproximadamente de agua destilada a SQ oC durante 3 6 4 minutos, .con el fin de detener la
reaccion. El lfquido, qﬁe cohtiene cofactor marcado y que no ha sido empleado, se desecha.
Los papeles se lavan tres o cuatro veces con agua destilada frfa y luego se secan con ldmpara

de rayos infrarrojos.

Los papeles se colocan en viales que contienen 5 ml de la solucién de

contador de centelleo, y se cuentan (Beckman Liquid Scintillation System, model LS-100C).

El curso de la inactivacién con el tiempo se puede determinar por simple
aumento de la cantidad de mezcla de reaccién y tomando muestras a diferentes tiempos para
contarlas. Las variaciones de actividad por cambios de la concentracién de sustratos se

pueden estudiar realizando el ensayo con diferentes concentraciones de antibicticos.

11.2.- REACTIVOS.-

- * Tamp(‘)n de sonicado : Tris-HCI 10mM, MgCl, 10mM, NH,CI 25mM,
B-mercaptoetahol 0,6 mM, pH : 7,6-7,8.

Composicién :

Tris-HCI 50mM 200ml
Trizma-HCI 5,728
Trizma-base 1,66g

Agua destilada csp  1000ml
: * MgCl,.6H,0 2,0330g

NH,Cl - 1,3375g
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f-mercaptoetanol(6:1,1168 g/ml) 0;42ml
Agua destilada csp 1000ml

Preparacién :

Mezclar los componentes y disolver bien. Ajustar el pH entre 7,6

y 7,8 con HCI 6 con NH,OH.

* Tampoén de fosforilasa :

Composicién : '

Tris-HCI IM 2,00ml

Trizma-HCl 14,04¢g

Trizma-base 1,34g
"Agua destilada csp IOOml
MgCl, IM : 1,25ml
MgCl,.6H,0 20,33g
Agua destilada csp 100ml
NH,CI 2M 6,00ml
NH,CI 10,69ml |
Agua destilada csp | 100ml
Ditiotreitol 0,5M , 0,10mi
DTT 3,86ml
Agua destilada csp  50ml
Agua destilada 15,00ml

Acido maléico 1M

Preparacién :

Se mezclan los componentes y se ajusta el pH a 7,1 (4° C) con 4cido

maléico IM. Se completa con agua destilada hasta 30 ml y se vuelve a ajustar el pH. Si es
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4cido, se ajusta con amoniaco.

© * Tampon de adenilasa :

Composicién :

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

Acido maléico
Preparacién :
Mezclar y disolver bien. Ajustar el pH a 8,0 (4° C) con 4cido
maléico. Completar hasta 30 ml cbn agua destilada. Ajustar el pH de nuevo. Si es 4dcido se

ajusta con amoniaco.

)
* Tampon de acetilasa :

Composicién :

Tris-HCI IM | 25ml
MgCl, hY, Sml
NHCI IM 10ml
Ditiotreitol 0,5 {ml
Agua desionizada 40ml

Preparacion :

Mezclar y disolver bien. Ajustar el pH a 7,1 (30° C) con HCI 6

4cido maléico yl se completa hasta 100 ml con agua desionizada.
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* Solucion de *P-ATP :

Composicidn :

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

? %2p-ATP : 10-100pul
El is6topo de fésforo P tiene una vida media muy corta. Pasado un

mes de la fecha de marcaje del ATP hay que afiadir 10 ul mds por cada semana que pase.

}

S6lo se puede llegar hasta 100 pl, ya que pasado ese tiempo el ’P-ha perdido su actividad |

- completamente.

Preparacién :

Se mezcla cada componente y se mide la actividad de la preparacion.
Se considera util una- actividad de unas 20000 cpm/ul de solucién. Si da menos debe

afiadirse mds P-ATP. Para un ensayo prospectivo se puede utilizar con menos actividad.

* Solucién de “C-ATP (10 pCi/ml) :

Composicién :

ATP 0,1M 25ul
ATP | 5,072g
Agua 100ml
C-ATP (25 uCi/ml) 1ml
Agua desionizada 1,4’5725ml

Preparacién :

Mezclar y comprobar la actividad.
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* Solucién de “C-Acetil-Coenzima A :
Composicién :
“C-Acetil-Coenzima A (50-60Ci/mol)
. Acetil-Co A trilitium 3,52mg
Agua desioﬁizadaA 6ml
Preparacién : |
El “C-Acetil-Co A viene liofilizado en envases con 50-60 Ci/mol
de actividad. A este envase se le afiaden 2 ml de agua y se agita. Pééamos los 3,52 mg de
Acetil-Co A sin marcar y lo disolvemos en 4 ml de agua. A contingacidn se mezclan las dos

soluciones y se comprueba la actividad resultante.

* Solucidn de antibidticos :
Ensayo de fosforilasas 10mg/ml

Ensayo de nucleotidasa y acetilasa Img/ml

* Liquido de centelleo :
Composicidn :
PPO (2,5-Difeniloxazol) 3,0g
POPOP* _ 0,1g
*(1,4-bis[2-(5-feniloxazolil)]benzeno)
Tolueno ' 1000ml

Preparacién :

Se mezclan los componentes y se dejan agitando toda la noche.
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CAPITULO XII.-
DETERMINACION DEL CONTENIDO PROTEICO.-

12.1.- METODO DE LOWRY.-

El método de Lowry es uno de los métodos colorimétricos mds usados para

la determinacion cuantitativa de protefnas en una solucién.

12.1.1-Técnica.-

La determinacién cuantitativa depende de la reacéién que transcurre entre
el reactivo de fenol de Folin-Ciocalteu y los residuos de tirosina existentes en la protefna
desconocida. La intensidad del color se compara con la obtenida por una curva patrén

r

realizada con una protefna estdndar, generalmente se usa albimina bovina.
12.1.2- Método.-

Se ha de realizar primero una curva patrén de albimina bovina. a

concentraciones entre 100 y 700 pg/ml.
A}
La solucidn estdndar se prepara con agua destilada y albimina bovina en
concentracién de 1 mg/ml. A partir de ésta, se preparan soluciones de 100, 200, 300, 400,

i

500, 600 y 700 pg/ml de la siguiente forma:

it
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Tubos ml sol. estdndar ml agua pg/ml

1 - 1 -
2 0,1 0,9 100
| 3 0,2 0,8 200
4 03 0,7 300
5 ‘ 0,4 0,6 400
6 s 0,5 500
7 0,6 04 600
8 | 0,7 0,3 700

Por iltimo se colocan los tubos correspondientes a la muestras, con un
volumen final de 1 ml y realizada la dilucién conveniente de tal manera que la concentracién
{

protéica quede dentro del margen marcado por la curva patrén.

Se agregan a tiempo cero 5 ml de la solucién alcalina de cobre, agitando
bien. Transcurridos 10 minutos a temperatura ambiente, se afiaden 0,5 ml del reactivo
diluido de Folin-Ciocalteu, mezcldndose de nuevo con agitacién; dejamos que reaccione
durante 25 mi‘nutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Una vez a pasado este tiempo,

leemos a 630 nm en el espectrofotémetro (SEAC-CH-100).

12.1.3.- Reactivos.-

* Albimina bovina (Sigma).-
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* Solucion alcalina de cobre.- Es de preparacion extempordnea. Se mezclan

50 ml de solucién de carbonato sédico al 2% en NaOH 0,1 N con | ml de solucién de.

$O,Cu.5 H,0 al 0,5% en tartrato sédico al 1%.

* Reactivo diluido de Folin.- Se utiliza el reactivo de fenol de Folin-
Ciocalteu, que en el momento de hacer la determinacién se diluye al doble con agua
L

destilada.
12.1.4.- Cdlculos.-

Con las absorbancias obtenidas por las distintas concentraciones de la
solucién estﬁqdar, se construye la curva patrén de albtimina, representando en ordenadas las
densidades dpticaﬁ y en abscisas las concentraciones protéicas (ug/ml) correspondientes.
Sobre ella llevamos los valores de densidad 6ptica de las muestras problemas, deduciéndose
" por interpolac‘:iidn la concentracién protéica final, teniendo en cuenta las diluciones previas

que hemos hecho. '

145

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



CAPITULO XIIL-

TRANSFERENCIA DEL MATERIAL GENETICO.-:

13.1.- TRANSFERENCIA CONJUGATIVA.-

: El proceso ést:i basado én.el de Forbes y Schaberg (55), pero con algunas
modificaciones (52). Se ini;:ia inoculando la cepa donadora y la cepaf receptora en tubos con
5 ml de caldo éerebro y corazén 6 medio LB, los cuales contienen CaCl, 0,01M. Se incuban
~ en un agitador orbital a 37° C durante 24 horas. Pasado este tiempo, se mezclan ambas

soluciones y sé pasan a través de un filtro de nitrocelulosa de 0,45 um de didmetro de poro
(Millipore). El ﬁlt_ro se cbloca inmediatamente después sobre una pléca de medio rico como
puede ser agar de infusién cerebro y corazén (Difco), tocando:la masa bacteriana la
superficie de la placa. Después de incubar a 37° C durante toda una noche, cada filtro se
transfiere a 10 ml de solucién salma y se agita vigorosamente. De esta suspensndn se toman
150 pl y se extlenden en una placa de agar de infusién cerebro y corazdn que contiene un
aminoglicésidd y novobiocina. Posteriormente se incuba en estufa durante 24 horas.
- Igualmente, se extendieron en placas controles, la cepa receptora y la cepa donadora por

separado.

Una modificacién de este método, es la incubacién de los filtros directamente
en placas de agar de infusi6n cerebro y corazén que contiene el antibidtico afninoglicdsido
y la novobiocina (52).

~ A las colonias aisladas se les hace un antibiograma y se procede a realizar
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su identificacién bioqufmica por medio del API-STAPH.
\
La cepa usada como receptora de conjugacion es Staphylococcus aureus ssp.
aureus, procedente de la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo n® 4146 NCIB 10819, que

se caracteriza por ser resistente a la novobiocina.

13.2.- TRANSFORMACION.-
Se ha empleado el método de transformacién para Staphylococcus aureus

ideado por Lindberg (114).

+ Para el estudio de desarrollo de competencia, la célula receptora se cultiva
en una placa de TSA a 37° C durante toda la noche. Posteriormente, se suspende en tubos
con 10 ml de TSB y se lleva hasta una densidad 6ptica de 0,100 a 524 nm.(DOs,,:0,100),

¥

la cual equivale a 5x10” UFC/ml.

La suspensién celular se diluye diez veces en TSB y se incuba en un agitador
orbital a 37° C. Se van tomando niuestras a lo largo del crecimieﬁto. Estas se lavan con
- CaCl, 0,1 M c’%stéril y frfo, en tubos de centrifuga también estériles:; se centrifugan a 8000
rpm durante 20 minutos a 4° C-y se resuspenden posteriormente en un volumen apropiado
de CaCl, 0,1 M estéril para alcanzar una densidad aproximada dé 10° UFC/ml, siempre

« i . . " . ..
permaneciendo en hielo. La competencia permanece més ¢ menos al mismo nivel desde una

DO,,,:0,100 hasta una DOxy,:0,250. \

- Las suspensiones se mantienen a 4° C hasta el dfa siguiente. Ahora ya

tenemos la cepa de Staphylococcus aureus competente, es decir, ya preparada para poder
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adquirir el ADN.
Como cepa receptora, se empled el S. aureus ssp. aureus, procedente de la

Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo n® 4146 NCIB 10819.

En los experimentos de transformacion se mezclan 0,9 ml de la suspensién
celular competente con 0,1 ml de la solucién de ADN (en TE 6 agua destilada). A
continuacién esta mezcla se incuba en un bafio con agitacién a 37‘; C dufante 20 minutos.
Transcurrido .este tiempo, se centrifugan las células y se resuspenden en 1 ml de TSB, se
incuban 1 6 2 horas a 37°C. Se toman de cada suspensién 150 ul y se extienden en placas
de agar infusién cerebro y corazén con un aminoglicésido. Estas placas se incuban a 37° C
durante 24 a 48 horas.

.A las colonias que hayan crecido, se les hace un antibiograma y se procede
a su identificacién bioqufmica con el sistema API-STAPH. De este modo se confirma la
adquisicién de resistencia. Se realiza también una extraccién de pldsmidos para comprobar

si se ha introducido un pldsmido, 6 si bien la transformacién fue de ADN cromosémico.

st

13.3.- CURACION DE PLASMIDOS.-
. Aunque la curacién de pldsmidos no es un método para la transferencia de

material genético, la incluimos en este capitulo, ya que al igual que la conjugacién y la

transformacién nos ayuda a detectar pldsmidos que determinan resistencia a antibiGticos.
L}

" El método que empleamos fue el utilizado por Lyon y colaboradores (120).

Se preparan diluciones crecientes del agente curante a emplear en 2 ml de medio LB (Luria-

: ' B . ’_? . .
Bertani) a un pH:7,6. El pH es de suma importancia para esta técnica. Se toma un indculo
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¥

de 100 pl procedente de un cultivo de 18 horas en LB y se distribuye en cada uno de los
tubos. Se incqban a 37° C 6 bien a 44° C en la oscuridad (a fin de evitar fenémenos de
fotorreactivacién que conducen a la reparacién del ADN y por tanto, a la persistencia ‘del
pldsmido) durénte 18-24 horas. A continuac‘ién, tomamos el iubo procedente de la
concentfaciénj inmediatamente inferior al valor de su concentraci(jn mfnima inhibitoria y

diluimos el cultivo hasta obtener un inéculo de 200-300 colonias.

Extendemos en una placa de agar infusién cerebro-corazén 100 ul de la
dilucién procedente de este tubo y de los dos con concentraciones inmediatamente inferior.

Incubamos estas placas a 37° C durante toda la noche.

Transcurrido este tiempo, replicamos las colonias crecidas, por medio de

terciopelo, a una placa de agar de infusién cerebro-corazén que contiene un antibidtico
P

aminoglicdsido 6 bien penicilina. Incubamos de nuevo estas placas a‘37° C durante 24 horas

y observamos que las colonias que no hén crecido ahora son las ql’xje presentan un cambio

en sus resistericias. Posteriormente se realiza una extraccién de su ADN plasmidico para

comprobar si el cambio fenotfpico va acompafiado de la ausencia del pldsmido.

Como agentes curantes empleamos el Bromuro de Etidio y el Naranja de

{

Acridiné; d4dndonos mejores resultados éste ultimo.
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CAPITULO XI1V.-

@

ANALISIS DEL ADN PLASMIDICO.-

14.1.- EXTRACCION DEL ADN PLASMIDICO.-

La extraccién del ADN plasmfdico, se basa fundamentalmente en el método '

empleado por Coia y col.(25), si bien se han introducido algunas modificaciones basdndonos

en otros métodos descritos (95,119,132,176).

Se prepara un cultivo de las cepas en estudio en'5 ml de medio LB y se

incuba a 37° C toda la noche.

Se centrifugan 1,5 ml del cultivo en tubos Eppendorf a 14000 rpm durante
5 minutos en una centrffuga Eppendorf 5415 C. Se elimina el sobrenadante y se repite la
misma operzicién hasta haber recogido todas las células del cultivo. Por ultimo se elimina

el sobrenadante al vacfo.

Se lava el sedimento con 500 pl de una solucién que contiene Tris 50 mM,
NaCl 50 mM y EDTA disédico 5 mM, todo ello a pH:8 (TES).' Se centrifuga durante 5

minutos.
A continuacion, se resuspende el sedimento en 400 pl de TES que contiene

sacarosa 50 mM, y al que se le ha afiadido 50 pl de lisostafina (1 mg/ml) y lisozima (40

mg/ml). Se mezcla por inversién repetida del tubo. Posteriormente se incuba en bafio 30
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minutos a 37 °C.

Se afiade luego 400 ul de tampdn de lisis y se vuelve a incubar otros 30
‘minutos a 37 °C. Pasado este tiempo, se neutraliza la reaccién a pH:8.0 (i 0,5) anadiendo

30 ul de Tris HCI 2M pH:7.

i Se mezcla suavemente el tubo. Se afiade a continuacién 200 ul de Ia solucién
de acetato potdsico 3M pH:4,8. Se mezcla por inversi6n del tubo. Mantenemos 10 minutos

en hielo a los tubos y luego centrifugamos 5 minutos.

Del sobrenadante se cogen 400 ul evitando tocar el precipitado y se

transfiere a un nuevo tubo Eppendorf.

© Se afiaden ahora 600 pl de TEK-fenol-cloroformoi(1:1) y se agita con el
agitador de tubos. Centrifugamos 7 minutos al mdximo de revoluciones.
1
~ Se recogen 450 ul de la fase acuosa superior evitando tocar la interfase

blanquecina, y se pasa a un nuevo tubo Eppendorf.

~ Se afiaden 800 pl de Etanol (96%) a -20° C y se mezcla por inversion,. Los
tubos se mantienen 10 minutos a -70° C 6 1 hora a -20° C. Hemos obtenido mejores
resultados dejdndolos a -20° C hasta el dfa siguiente. Posteriormente se centrifugan 7

 minutos a 14000 rpm.

Se elimina con precaucién el Etanol, evitando resuspender el precipitado de

ADN. Se afiaden 500 pl de Etanol al 70% a temperatura ambiente y 'se mezcla de nuevo por
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inversion. Se centrifuga 5 minutos y se elimina con precaucién el Etanol. Para que se

evapore completamente el Etanol restante, mantenemos los tubos abiertos en estufa a 45°C

durante 10 minutos. Una vez secos, se le aﬁade_n de 30 a 50 pl de agua frfa destilada y_"

estéril 6 TE. Se disuelve el precipitado y se le da un pulso en la centrffuga.
14.2.- ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA. -

Los geles-se preparan disolviendo la agarosa por calentamiento en tampén

Tris-acetato (TAE). La disolucién se vierte en una bandeja en la que se ha dispuesto el peine

para formar los pocillos en los que ird colocada la muestra. Se utiliza una concentracién de

agarosa del 0,7%.

La electroforesis se lleva a cabo sumergiendo el gel en una cubeta horizontal

que contiene tampdn TAE y en cuyos extremos se colocan los electrodos.
El ADN se visualizard en el gel por tincién con Br(‘S‘fmuro de Etidio (0,4-1,0
pg/ml) durante 15-30 minutos, y posterior exposicién a la luz ultravioleta con un

“transiluminador LKB 2011 MACROVUE.

Lds geles se fotograffan con una cdmara Polaroid MP-a y carretes Polaroid

667.
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' Y
14.3.- REACTIVOS PARA EL ANALISIS DE ADN PLASMIDICO.-

* TES: Tamp6n de Tris-base 50mM, EDTA S5mM y Cloruro Sédico 50mM.

Composicion :

Trizma-base 6,05¢g
EDTA 1,86g
Cloruro Sédico 2,92g

Agua destilada csp 1000ml

Preparacion :
Disolver los componentes anteriores y ajustar el pH a 8. Esterilizar
en autoclave 15 minutos a 121° C. Se puede conservar a temperatl;r.é_ de laboratorio.
\

* TES-sacarosa: Tampén TES que contiene sacardsa 50 mM.

Composicién :

Trizma-base | é,OSg
EDTA . 1:;86g
| Cloruro Sédico - 2,92¢g
Sacarosa 17,11g
Agua destilada csp 1000ml

s»

Preparacion :

Disolver los componentes de 1a mezcla y ajustar el pH a 8.

* * Tampoén de lisis :

Composicién :
2) SDS al 4% en TE (Tris-base S0mM y EDTA 10mM):

SDS ' ;o4g
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Trizma-base 0,60g

EDTA 0,37g

Agua destilada csp 100ml
b) NaOH 4M:

NaOH 16g

Agua destilada csp _LlOOml

Preparacién :
A 10 ml de la solucién base se le afiaden 200 pul de NaOH 4M.
Agitar y ajustar el pH a 12,6. Debe utilizarse inmediatamente.

\

* Tampén neutralizante : Tris-HCI 2M pH:7,0.
Composicién :
Trizma-HCI 31,52g

Agua destilada. csp _ iOOml

Preparacién :

Se mezclan los componentes y ajustamos el pH a 7,0. Esterilizamos

en autoclave 15 minutos a 121° C. Se conserva a 4° C.

* Solucion de Acetato Potasico 3M :

Composicién :

Solucién de Acetato potdsico SM 60,0ml
Acetato potdsico - 49,1g
Agua destilada csp 100ml
Disolver y conservar a 4° C.

Acido acético glacial li,il,Sml

Agua destilada 28,5ml .
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Preparacion :

Mezclar y comprobar que el pH sea 4,8, si no, ajustar. Se conserva

a 4° C y es utilizable hasta dos semanas después de su preparacion.

* Etanol al 70% :
Cbﬁxgosicidn :
Etanol al 96% | 70ml
Agua destilada "~ 30ml
Preg.aracién :
A los 70ml de Etanol al 96% le afiadimos el agua hasta llegar a

100ml.

* TAE : Tampdn de Tris-acetato 40mM y EDTA ImM. Este tampén se
prepara conocentrado 50 veces (TAE 50x).

Composicion :
EDTA 0,25M 200ml
'EDTA 93,0g

Agua destilada csp 1000ml

Trizma-base 242,0g
Acido acético glacial 57,1ml‘ '
Agua destilada csp 1000,0ml

Preparacion :

Disolver y ajustar el pH a 8,0. Esterilizar én autoclave 15 minutos
a 121° C. Se puede conservar a temperatura de laboratorio.
Para obtener 1 litro de TAE 1x, se mezclan 20 ml éle TAE 50x con 980 ml

de agua destilada.
h‘\

155

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



* Fenol :
El fenol que utilizamos viene en estado sélido (Sigm"a P. 3653) y lo licuamos
en un bafio a 68° C. Una vez en estado lfquido, le afiadimos un volumen igual de Tampon

Tris 1M a pH:8. Se mezcla bien y se deja reposar en un embudo de decantacion. Una vez

que las dos fases estén bien separadas se recoge la inferior.

Se mezcla de nuevo con un volumen igual de Tris 1M a pH:8 y se repite el

proceso anterior. Este procedimiento se repetird todas las veces que sea necesario, hasta que

el pH de la fase superior sea mayor de 7,6. Entonces se recoge el fenol que queda en la fase

inferior en el recipiente donde se va a guardar y se le afiade un poco de Tris 1M a pH:8 de

manera que cubra toda la superficie.

* Cloroformo :
Se utiliza una mezcla de cloroformo y alcohol isoamflico (24:1 v/v) saturado
con Tris IM a pH:8.
~ Se le afiaden las cantidades necesarias de cloroformo y alcohol isoamflico.
Luego se le afiade un poco de Tris 1M a pH:8 de manera que cubra toda la superficie y con

un grosor de 1 cm. Puede almacenarse a temperatura ambiente en un bote bien cerrado.

U oe Tampo6n de carga :
Composicién :
0,25% azul de bromofenol
40,0% (peso/volumen) de sacarosa en agua.

Se almacena a 4°C.
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RESULTADOS Y DISCUSION



Los objetivos de nuestro trabajo son por un lado, la deteccién de las enzimas
modificadoras de aminoglicésidos que causan resistencia a estos antibiticos, y por otro lado
la localizacién en pldsmidos de los genes que codifican esas enzimas; as{ como estudiar si

estos pldsmidos se transfieren por conjugacién entre los estafilococos aislados de pacientes

del Hospital Insular.

# CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS STAPHYLOCOCCUS AISLADOS.-
Aislamos un total de 89 cepas del género Staphylococcus, entre las cuales
por medio de la prueba de la coagulasa, pudimos detectar 40 Staphylococcus aureus’é
\ _
estafilococos coagulasa positivos y 49 estafilococos que no tenfan la propiedad de coagular
el plasma, es decir estafilococos coagulasa negativos. En los gréficos 1, 2 y 3 podemos
6bservar la dijstribucidn de estos aislados segun su procedencia hog’pitalaria, agrupados en
cepas de Staphylococcus aureizs, Staphylococcus epidermidis y otros Staphylococcus.
Posteriormente, prlocedin.ms a identificarlos utili:zando el sistexﬁa API-
STAPH, y encontramos las siguientes especies de Staphylococcus: 40 Staphylococcus
ayreus, 25 Staphylococcus épidermidis, S Staphylococcus haemolyticus, 5 Staphylococcus
simulans, 5 Siaphylococcus warneri, 3 Staphylococcus hominis, 2 Staphyfococcus sciuri, 2
Staphylococcus cohnii, 1 Staphylococcus saprophyticus'y 1 Staphylococcus ludgunensis. En

el gréfico 4, observamos la distribucién de los Staphylococcus de acuerdo a las distintas

especies obtenidas.

Estudiamos la sensibilidad de estas estirpes bacterianas a distintos

¥
antibiticos usados en clfnica, entre ellos destacamos: P, AM, CX, ME, TIC, FOX, CID,

CXM, ZOX, CAZ, CTX, NOR, CIP, NA, IPM, GM, TM, DKB, AN, NET, ISE, VA y
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'GRAFICO 2.TIPOS DE MUESTRAS CLINICAS
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GRAFICO 4.DISTRIBUCION SEGUN ESPECIES
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TE. Las CMIs' criticas para estos antimicrobianos, se observan en la tabla 10. Los valores

de CMI,, y CMI,, de estos antibiéticos se pueden observar en la tabla A (anexo).

Como se observa en la tabla A (anexo), los antibiétiéos que se muestran m4s
eficaces con réspecto a las estirpes de S. aureus son, la FOX, CXM, ZOX, CTX y NET con
una CMIy: 4 pg/ml; AN e ISE muestran una CMI,: 8 ug/ml; IPM, iCMIq,.: 0,12 pg/ml; TE
y VA con CMI,, de 1 y' 2 pg/ml respectivamemevy por tltimo la CIP-y NOR con respectivas
CMI,, de 0,5 y 2 pg/ml.

| Los Staphylococcus coagulasa negativos muestran .en general una mayor
resistencia a los Aantimicrobianos, siendo los mds eficaces para ‘i_iel tratamiento de los
Staphylococcu:s epidermidis. NOR, CIP dentro de las quinolonas (ECMIQO de 4 y 2 pg/ml

respectivamente); NET (CMI,,: 8 pg/ml), VA y TE con CMlI,,: 4 ;fg/ml e IPM con CMlI,:

: :
1 pg/ml. El resto de los Staphylococcus coagulasa negativos muestran un comportamiento

similar y las resistencias m4s bajas son las observadas para los siguientes antibidticos: NOR,

CIP, NET, AN, ISE, VA, IPM y TE.

Como ya vimos en Materiales y Métodos, existe una inodi_ﬁcacidn para el
cdlculo de la (fMI de la ME y CX. Esta consiste en afiadir al medio de Mueller-Hinton una.
coﬁcentracién de cloruro sédico del 2% e incubar las placas a una iemperatura de 30° C.

. Cuando se tr:;fa de cepas de Staphylococcus epidermidis, no se considera un resultado
negativo hasta transcurridas 48 horas (79,147). Estas modificaciones se basan en la idea de
que la resisteqcia a la meticilina en Staphylococcus es una caracteffstica heterotfpicéi que

requiere que la fraccion resistente sea potenciada para hacerse paterfte in vitro.
" En base a esta modificacién, determinamos las CMi_s‘ de la ME y CX en los
@ : 3
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Tabla 10.- CMlIs (en p.g/ml) criticas para considerar a los Staphylococcus resistentes (R)

a diferentes antibioticos.-

ANTIBIOTICOS RESISTENTES
Penicilina (P) - | > 0,125
Ampicilina (AM) | : > 2
Meticilina (ME) _ > 2
Cloxacilina (CX) | : > 2
Ticarci]ina (TIC) : > 32
Cefoxitina (FOX) | > 32
Cefonicid (CID) > 32

. Cefuroxima (CXM) > 32
Ceftizoxima (ZOX) \ > 32 N
Ceftazidima (CAZ) | >n |
Cefotaxima (CTX) > 32
Norfloxacina (NOR) > 8
Ciproﬂoxacirié (CIP) > 8
Acido Nalidfxico (NA) > 16
Imipenem (II;M) > 8
Vancomicina ‘(VA) > 8
Tetraciclina (TE) > 8

f

Entre paréntesis se muestran las abreviaturas empleadas para estos antibidticos.
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S. aureus, S. epidermidis y resto de los Staphylococcus. Observamos que de los 40 S.
aureus, s6lo 3 se mostraban sensibles a la ME, de los 25 S. epidermidis 2 eran meticilfn

sensibles y dentro del resto de las especies 7 no presentaban resistencia a dicho antibidtico.

No obstante, también estudiamos el efecto de la ti:mperatura y el cloruro
sédlco en la deteccion de estas resistencias en las cepas de S. aureus'y S. epidermidis. De
modo que cuando realizamos la determinacién de resxstencna a ME incubando las placas a
37°C, 20 S. aureus_ (50%) y 17 S. epidermidis (68 %) se mostraban resistentes. Para la CX,
los resultados fueron similares 18 S. aureus (45%) y 8 S. epidermidis (32%) aparecfan

resistentes a este antibidtico.

Cuando modificamos las condiciones del medio, témperatura y tiempo de
incubacién, los resultados también variaron, de modo que 37 de los 40 S.aureus (92%)
fueron definitivamente resistentes a la ME y 36 (91%) ala CX; confi'.xn tiempo de incubacién

de 24 horas.

En el caso de los S. epidermidis obtuvimos que tras :24 horas de incubacion,
23 92%) se mostraban resistentes a ME y a las 48 horas los resultados no variaron. Con
respecto a la CX, transcurridas 24 horas 14 cepas (56%) eran resisténtes al mismo, mientras
que a las 48 ;‘horas 2 estirpes mds, 16 (64%), alcanzaron niveles de resistencia a dicho

antibidtico.

Esto parece indicar, que al introducir la modificacién en la técnica, se ha
podido detectar el doble de cepas resistentes a ME y CX, tanto e?l las_estirpes S. aureus

como S. epzdermzdzs De no haber sido asf, probablemente sélo hubiera crecido la

3

subpoblacién senSIble de crecimiento mds rdpido, ddndonos falsos resultados de susceptibilidad.
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En resumen, hemos pasado de 20 estirpes resistentes a ME a 37 en la
especie S. aureus, y de 17 a 23 en S. epidermidis. En la deteccién de resistencia a CX,
pasamos de 18 cepas de S. aureus resistentes a 36, y de 8 a 16 §. ‘:epidermidis resistentes a
la CX. Se observé un comportamiento similar en las estirpes: de S. aureus y de S.
epidermidis para cada uno de los antibi6ticos. Estos resultados los podemos observar mejor

en la tabla 11.

166

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



Tabla 11.- Efecto de la temperatura y del NaCl en la deteccion de la resistencia a la

meticilina.-
S. aureus (40 cepas)
Aga( MH 37°C Agar MH + NaCl2% 30°C
'ME
(24 horas) 20 (50%) 37 92%)
CX |
(24 horas) 18 (45%) | - 36 (91%)
S. epidermidis (25 cepas)

Agar MH 37°C Agar MH + NaCl2% 30°C
ME
(24 horas) 17 (68%) | 23 (92%)
(48 horas) 23 92%)
CX
(24 horas) 8 (32%) ' ' 14 (56%)
(48 horas) 16 (64%)
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+ CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS STAPHYLOCOCCUS RESISTENTES

A LOS AMINOGLICOSIDOS.-

A partir de estos aislados clfnicos, seleccionamos aquellas estirpes
bacterianas que fueran resistentes a uno 6 mas aminoglicésidos. De este modo obtuvimos
22 cepas que reunfan esta caracterfstica, de las cuales 16 eran Staf)hylococcus epidermidis
y 6 eran Staphylobocc;us aureus. A cada uno se le asigné un nimero de identificacidn.
Ademds estas cepas se caracterizaban por ser fneticil{n resistentes y productoras de 8-
lactamasas, lz@‘s cuales se determinaron en la célula entera y en los e;(tractos enzimaticos por

el método iodimétrico.

A los Staphylococcus epidermidis, se les realiz6 la prueba cbmplementaria
de deteccion de produccién de limo, que muchos autores (42,115,147) han considerado
como un método simple para distinguir la importancia clfnica de los aislados de es.taﬂlococos
coagulasa negativos. Se ha sugerido que la importancia clfnica de un aislamiento de

estafilococo coagulasa negativo se debe apoyar en: a) aislamieriio repetido del mismo

estafilococo coagulasa negativo; b) que los estafilococos tengan el mismo biotipo y

antibiograma; ¢) que produzcan polisacdrido extracelular ¢ limo; d) que posean un patrén
de resist_encia'an.timicrobiana muiltiple (115). De los 16 Staphylococcus epidermidis, 12 nos
indicabén produccidn del polisacdrido mucoso, mientras que 4, los aislados SE 217, SE 190,
SE 177y SE 66, arrojaban un resultado negativo, es decir no produéfan limo ¢ "slime". No
obstante, no hemos desechado estas cepas puesto que presentan un patrén de resistencia muy

similar a los otros Staphylococcus.

1 6 8 a4
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* ESTUDIO DE LA RESISTENCIA A AMINOGLICOSIDOS.-

A continuacién procedimos a estudiar este tipo de '_resistencia, la cual se
determiné inicialmente por medio de antibiogramas. Los resultados aparecen en la tabla B
(anexo). Los" antibiéticos empleados fueron: GM, TM, KM, DKB, AN, NET, NEO, SIS,
SM; ademds se emplearon la P, AM, ME, NB, TE, C, CC, VA, E. La cantidad de

antibidtico que posee cada disco empleado, la podemos comprobar en la tabla 12.

Para valorar los niveles de resistencia se calclaron las CMI, de 16
aminoglicésidos: GM, TM, KM, DKB, AN, NET, NEO, PM, RM, SIS, ISE, APRA, SM,

SP, BT, LM. También se estudid la concentracién m{nima inhibitoria de 1a novobiocina.

Los valores de CMI criticos para considerar a una cepa bacteriana resistente,
moderadamente sensible 6 sensible a los distintos aminoglicésidos se definen en la tabla 13.

Los resultados de las CMIs se muestran en la tabla C (anexo).

Generalmenté los valores de CMI se correlacionan coﬁ los resultados
obtenidos en el antibiograma, excepto para determinados aminogl}cdsidos como son NET
y AN. Cuando los valores de CM], para estos antibidticos se encuéptran entre 8 y 32 pg/ml
es frecuente due las cepas muestren en el antibiograma halos de rc;sistencia que ronden los
lgmites de §ensiﬁilidad moderada ¢ resistencia intermedia. -En nuestras cepas de
Staphylococcus observamos este fenémeno sobretodo para la AN, pliesto que la mayorfa de
las estirpes muestran halos de resistencia y los valores de CMI correspondientes no llegan
a 64 pg/ml (ﬁ'ivel de resistencia). En el caso de la NET, sélo 2 Staphylococcus aureus, las

cepas SA 234 y SA 206, exhiben halos de resistencia, alcanzando unas ACMI, de 8 y 32

ug/ml respeéiivamente. Una explicaci6n a este fenémeno es que el antibiograma es mds
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Tabla 12.- Carga de zintibiético contenida en los discos empleados.-

- ANTIBIOTICOS ) - CONTENIDO (pg)
Gentamicina (GM) 10
Tobramicina (TM) 10
Kanamicina (KM) : | 30
Dibekacina (DKB) 10
Amikacina (AN) ’ 30
Netilmicina (I\’IET) : 30,
Neomicina (NEO) 30
Sisomicina (SIS) 10

- Estreptomicina (SM) 10
Penicilina (P)* 10 Unidaded
Ampicilina (AM) : - 10
Meticilina (M_ifi) ‘ ' | | 5
Novobiocina é;NB) 30
Tetraciclina (TE) 30
Cloranfenicol (C) ' 30
Clindamicina 'ECC) 2
Vancomicina (_VA). | 30
Eritromicina (E) 15

&
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Tabla 13.- CMIs (en pg/ml) criticas para considerar a los Staphylococcus sensibles (),

" moderadamente sensibles (I) 6 resistentes (R) a los aminoglicésidos empleados.-

ANTIBIOTICOS

S I

GZ:ntamicina (GM) . < 4 8 = 16
Tobramicina (TM) < 4 8 > 16
Kanamicina (KM) < 4 8 > 16
Dibekacina (DKB) < 4 8 > 16
Amikacina (AN) < 16 32 > 64
Netilmicina (NET) < 4 8 > 16
Neomicina (NEO) < 4 8 > 16
Sisomicina (SIS) < 4 8 > 16
Paromomicina (PM) | < 4 8 > "’16
Ribostamicina (RM)- < 4 8 > 16
Isepamicina (ISE) < 8 16 =32
Apramicina (APRA) < 16 16 > 16
Estreptomicina (SM) < 8 16 > 32
Espectinomicg;la (SP) < 20 40-80 > 80
Butirosina (BT) < 4 8 > 16

< 4 8 > 16

Lividomicina (LM)

Entre paréntés’is se muestran las abreviaturas empleadas para estos antibiGticos.
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sensible al efecto indculo y el espesor de las placas de Mueller-Hinton puede influir. Cuando
realizamos las CMI,, la concentracién de antibi6tico es homogénea Yy al ser los
aminoglic6sidos antibidticos bactericidas, el efecto indculo no altera significativamente el

valor de la CML

Analizamos a continuacidn, los valores de CMI,'_?de los aminoglicdsidos
utilizados cori mds frecuencia en medios hospitalarios, es decir, é‘M', TM, NET, DKB y
AN. Todoé 'nuest':rps aislados mostraron resistencia a GM, TM y DKB, con valores
superiores a 16 pg/ml, apareciendo la NET y AN como los antibi6ticos m4s eficaces. S6lo
un Staphylococcus dureus, el aislado SA 206, mostré niveles‘ dev rc_es'istencia a estos
antibidticos, 32 pg/ml para NET y 128 pg/ml para AN. Las restantes estirpes presentan

valores de _CMI< 64 pg/ml para AN y CMI< 16 pg/ml para NET.

0
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* DETECCION Y TIPIFICACION DE ENZIMAS MODIFICADORAS DE

AMINOGLICOSIDOS.-

Una vez analfzadas las resistefxcias nos interesaba determinar si las diferentes
cepas bacterianas presentaban actividad enzimdtica modificadora de aminoglicésidos, es decir
querfamos saber si la resistencia a estos antibidticos era de origen enzimdtico.' La deteccion
de enzimas se realizé mediante el ensayo radioenzimdtico con s6lo unos pocos
aminoglicésidos que variaban dependiendo del tipo de actividad. Asf para fosforilasa se
usaron GM, NEO y SM. Para acetilasas se emplearon GM, TM y KM; y para adenilasas,
GM, TM, SM y SP. En nuestro estudio todos los Staphylococcus estudiados presentaban
algiin tipo de act1v1dad enzimdtica, que en algunos casos se correlacnonaba con los niveles

de resistencia y en otros no.

A continuacién procedimos a tipificar las distintas enzimas presentes en cada
estirpe. Para ello usamos una gama mayor de antibiéticos ¢ sustratos dependiendo tambi€n

del tipo de actividad detectada.

Asf, si detectamos actividad fosforilante, parzf el perfil de sustrato
empleamos lds siguientes aminoglicésidos: GM (Complejo), TM, KM (Complejo), DKB,
AN, NET, NEO, PM, RM, ISE, SM, LM y BT. Por otro lado, si lo que se detect6 fue
actividad aceéilasa los sustratos fueron: GM (Complejo), TM, KM (Complejo), DKB, AN,
NET, NEO, PM, RM, SIS, APRA e ISE. Por iiltimo, en las cepas‘%con actividad adenilasa,
se ensayaron ios siguientes sustratos: SM, SP, KM (Complejo), TM, AN, RM, NEO, DKB,
GM (Complejo) e ISE.

No fue necesario determinar el perfil de sustrato para las cepas que en la
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i

3

deteccién preliminar mostraron actividad enzimitica cuando se usaron la SM y SP como

sustratos, ya que de esta manera quedaban definidas las enzimas que presentaban.

: Los perfiles de sustrato de las cepas con actividad fosforilante se muestran
en la tabla D (anexo). Los perfiles acetilasas en la tabla E (anexo) y los perfiles de las cepas

i
3

con actividad adenilasa en la tabla F (anexo).

- Hemos de puntualizar que los valores que aparecen en estas tablas son
porcentajes aproximados de actividades. Estos valores se obtienen considerando los
centelleos por minutos (cpm) de un determinado antibi6tico menos las cpm del blanco como

100. A la actﬁyidad del blanco le damos valor cero.

3
¥

El resto de los valores se calculan por medio de una regla de tres:

B: Actividad del blanco.
A, Actividad del aminoglicdsido de referencia.

A,: Actividad del aminoglicésido que vamos a calcular.

Asf el valor de 100 se lo asignamos en los perfiles de acetilasas a KM
(Complejo) 6 GM (Compejo), en adenilasas a TM y para los perfiles de fosforilasas se

tomaron como 100 la GM (Complejo) y la NEO.
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- A continuacién interpretaremos los resultados, tomando como ejemplo los

perfiles y actividades enzimdticas encontrados en las distintas cepas‘ de Staphylococcus.

': Se detectaron tres tipos diferentes de enzimas C('::)‘n actividad fosforilante,
estos fueron la'APH(Z"), la APH(3’)-1II y la APH(3"). De las 22 ;epas de Staphylococcus
estudiadas 21 presentaban la APH(2"), mientras que la APH(3’) estaba presente en 11 cepas,
de las cuales 3 eran Staphylococcus aureus 'y 8 Staphylococcus epidermidis, siendo en uno
de _ellos, la cepa SE 354 la tnica enzima presente. Por otro lado, ‘Ia enzima APH(3") se
detect6 en 3 Staphylococcus aureus y en 1 Staphylococcus epidermidis, cepa SE 19, en
ambos casos acompafiando a las dos fosfo.rilasas anteriores.

Utilizamos cbmo ejemplo de actividad fosforilasa distintas cepas,
dependiendo d? las enzimas encontradas en las mismas. Asf, para explicar la actividad
enzimdtica de la fosforilasa APH(2") utilizaremos el aislado SE.-213 (gréfico S5). Para
explicar la enzima APH(3"), emplearemos la cepa SE 19 (grdfico 6) y para la APH(3’), la

estirpe SE 354 (gréfico 7).

’ Obiervamos por tanto, ;]ue en la cepa SE 213 los“antibiéticos con grupo
hidroxilo en pbsicién 2", tales como GM, KM y TM son modificados y dan valores altos,
mientras que la NEO que no posee en posicién 2" un grupo hidroxilo no se ve alterada
| (1,7% de modificacién, 499 cprﬁ). Dedujimos por tanto que se trataba de una APH(2"). La
actividad fosfdﬁlasa APH(2") siempre va acompaiiada de actividad acetilasa tipo AAC(6)

en las estirpes:del género Staphylococcus.

. Se'observa también que la AN, NET e ISE en este aislado presentan

modificacién énzimdtica con valores del 38%, 56% y 15% respectivamente. Analizamos los
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GRAFICO 5.ENZIMAS FOSFORILASAS
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GRAFICO 6.ENZIMAS FOSFORILASAS
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valores de CMI y vemos que esta cepa es sensible a la NET (CMI: 4 pg/ml), medianamente
sensible a AN (CMI: 32 pg/ml) y a ISE (CMI: 16 pg/ml). Por lo tanto, observamos que la
enzima APH(ﬁ") es capaz de modificar estos antibiGticos pero no los inactiva y por lo tanto

no causa resistencia (48,165).

 En todos los aislados donde se detecta este tipo de actividad fosforilasa

aparece el fenotipo de resistencia GM, TM, KM, DKB, SIS, por lo que la presencia de la

APH(2") estd plenamente justificada (49,67,119,120,159).

A continuacidn, estudiamos el perfil enzimdtico de la estirpe SE 19. Este
aislado presenta ademds de la modificacién en posicién 2", fosforilacién en la SM que tiene

un grupo hidroxilo en posicién 3" (907 cpm, 9,3%).

4
\

Advertimos que esta ac.tividad enzimdtica es signiﬁcativamente menor que
la producida por la APH(2"). Por esta razén al calcular el porcentaje con respecto a la GM,
el valor nos da bajo. Al comparar con otros sustratos, cabe pénsar que la SM no es
modificada, pero la consideramos porque nos muestra una actividad superior a 7 u 8 veces
el v‘alor del bfanco. Ademds, esta cepa se mostraba resistente a la’'SM con un valor de CML:

512 pg/ml. Pbr lo tanto, la cepa SE 19 parece presentar también una fosforilasa APH(3").

Observamos también en la cepa SE 19 que los sustratos con grupo hidroxilo
en posicién 3’ tales como NEO, PM, RM se ven modificados, pres’:éntando esta estirpe otra
actividad fosforilasa del tipo APH(3"), que vamos a englobar der_litro del tipo III, ya que
fosforila a la KM, PM, RM, BT y LM, causando resistencia a losA mismos. Fosforila a la
AN, pero no la inactivav puesto que la cepa es sensible a dicho a;iltibiético (31,44). Este

hecho no sélo se presenta en este aislado, sino en todos los demds’ que producen este tipo
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de enzima, excepto en el Staphylococcus aureus SA 206, que presenta un valor de CMI: 128
pg/ml para la AN y una modificacién del antibiético de 40,5 % reépec_to a la GM. Muchos
autores han considerado a la APH(3’)-1II que fosforila a la AN corﬁo una APH(3')-1V; pero
esta enzima no modifica a la LM siendo ésta la causa por lo que la consideramos una
| APH(S’)-III.

| En este aislado, el porcentaje de modificacion’'a KM, AN e ISE es
signiﬁcatival%ente mayor (174%, 253% y 412% respectivamente) al encontrado en la cepa
SE 213. Esto es debido al efecto causado por los dos tipos de fosfbrilaéas, la APH2") yla

APH(3’)-1III puesto que actian sobre el mismo sustrato pero en dos posiciones diferentes.

La Isepamicina es un anfibiético aminoglicésido di:rivado de la Gm B que
estd en fase de experimentacién. La potencia y el espectro de actividad son similares al de
lg AN pero es menos modificado que ella (68,130), siendo tarf;bién bastante estable a
enzimas adexi“ilasas tipo AAD(2") 6 a acetilasas que modifican a GM (62,63,69).

Se han encontrado cepas resistentes a ISE, justificdndose dicha resistencia
por problemgs de impermeabilidad del antibiético (62,101), y también por inactivacién
enzimdtica por AAIC(6’)-I ¢ por la combinacién AAC(6)-1 + AAé(S) (101).

- ‘!‘\t

En nuestras cepas de Staphylococcus, podemos observar que la ISE es

modificada [;or la APHQ2"), como en el caso de la estirpe SE 513, con porcentajes de -

modificacién 'aproximado del 15%. En aquellas estirpes con actividlad APH(G3')-1II, la
modificacion sobre la ISE se ve aumentada. Asf, tenemos la cepai(SE 19 que nos presenta
un 412% de modificacién respecto a GM, 448% respecto a NiiO y 40100 cpm. Esta

circunstancia se repite en todos los aislados con actividad fosforilasa tipo APH(3’)-1I1, pero
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para confirmarlo, analizamos la estirpe SE 354 cuya unica actividad enzimética es ésta. Esta
cepa presenta una modificacién baja sobre la GM y SM (8% y 2% respectivamente),
mientras que modifica a NEO, KM, PM, RM, AN, ISE, BT y LM causando resistencia a
KM, NEO, PM, RM, BT y LM. Respecto a ISE presenta 55% de rx;i{)diﬁcacién y 2033 cpm.
Este aislado ‘tiene una CMI para este antibitico de 16 ugiﬁl, considerada como
medianamenté sensible ¢ intermedia. M4s adelante, veremos que esta cepa puede adquirir
valores de resistencia a través de sucesivos pases en ISE, aumenfﬁndo también los niveles

enzimdticos.

Por iltimo resefiar que dé los 22 estafilococos estﬁdiados, s6lo una cepa,
identificada como Staphylococcus aureus SA 206, se mostré resistente a ISE (CML: 64
p.g/ml), mostrando el nivel m4s alto de modificacién enzimdtica (2:339% respecto a GM y
451% respecto a NEO). No se encontr6 correlacion significativa ent::re la modificacion a ISE
y la susceptibilidad in vitro a este antibidtico. El porcentaje de fosforilacién relativa a GM
vafiaba entre 15% a 83% entre las cepas productoras de APH(Z".), y sus CMIs entre 4
pg/ml y 16 pé/ml. Mientras que en las cepas productoras de,APH%3’) variaba entre 155%

iy

a2339% y sus CMIs entre 4 pg/ml y 64 pg/ml.

* En conclusién, la presencia de APH(3’)-1lI, produce un alto grado de
modificacién para la ISE, mayor que el producido por la fosforilasa APH(2"), que también
la modifica. Estos resultados discrepan con la estabilidad enzimdtica a APH(2")+AAC(6")

et

y a APH(3’) encontrada por otros autores en cepas de estafilococos (83).

" En resumen, las cepas que presentan resistencia a KM, PM, RM, NEO, BT

y LM poseen"la enzima APH(3’)-IIl. Aquellas con resistencia a SM, presentan la enzima

fosforilasa APH(3") y los aislados con perfil de resistencia "GM TM KM SIS DKB", la
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fosforilasa APH(2"). Por tanto podemos basarnos en las resistencias para averiguar el
mecanismo de inactivacién por medio de las distintas enzimas fosforilasas.
A continuacién vamos a exponer los resultados obtenidos referentes a la

actividad nucleotidasa.

Las enzimas adenilasas son muy inestables in vitro} pefdiendo rdpidamente
su actividad.‘. Generalmente la adicion al extracto enzimdtico de ditiotreitol (90) consigue
mejorar los i"resultados en cepas de bacterias gram negativas; de hecho el ditiotreitol
estabiliza signiﬁcaﬁvamente esta enzima (96). Se ha visto tar;lbién que la actividad
nucleotidasa barece incrementarse con una purificacién parcial. Es probable que se eliminen
contaminantes y otras enzimas modificadoras de aminoglicdsidos que puedan interferir (15).
Por lo tanto'; detectar este tipo dé actividad enzimdtica resulté una tarea dificultosa,

obteniendose unos valores de cpm bastante bajos (105,165). ‘

Como ejemplo-para explicar la actividad adenilasaf;%seleccionamos la estirpe
SE 224 (grﬁﬁ]co 8). En un principio intentamos detectar este tipo de actividad realizando el
ensayo enzimdtico tal como lo habfamos hecho para la deteccidn de fosforilasas 6 como
veremos mds adelante para las acetilasas, pero este método resultd infructuoso, ya que de
las 22 cepas ensayadas, ninguna expresé este tipo de activi%dad y los antibidticos
supuestamente adenilados mostraban unas cpm bastante bajas.

Asf tenemos en la cepa SE 224, la TM mostraba 294 épm, la GM 109 cpm,

@

la SM 29 cpm y la SP. 18 cpm, que eran valores incluso inferiores al valor del blanco.

v A continuacién procedimos a elaborar nuevos extractos enzimdticos y
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- afiadirle a los mismos ditiotreitol a una concentracién de 0,1 M. Los resultados obtenidos
en esta ocasién no eran nada alentadores, puesto que ningdn extracto mostraba actividad
nucleotidasa. En esta ocasién en la estirpe SE 224, 1a TM exhibfé 182 cpm, la GM 207

cpm, 23 cpm la SM y 29 cpm la SP. Estos resultados apenas diferfan del experimento

anterior.

% Posteriormente nos decidimos variar las condiciones;;del método de deteccién
basdndonos eh el eﬁ_sayo enzimdtico para adenilasas puesto a punto por Mederski-Samoraj
(105), en el cual variaban el tierﬁpo y temperatura de incubacién que aumentaban a 60
minutos y 32° C respectivamente. Para ot.ros autores la temperatura éptima de reaccion para
estas enzimas estd en 35° C (96). Pensamos que estas modificaciones podrfan ser una buena
idea puesto qﬁe alo méjor no sélo se trataba de la inestabilidad que presentaba la enzima,
sino que quiz4s la cantidad de adenilasa producida ﬁiese tan baja que'i no la podfamos detectar

en 30 minutos y necesitaramos mds tiempo de reaccion.

‘ _ . n .
- * Teniendo en cuenta estos argumentos, procedimos a realizar un ensayo

enzimdtico con la estirpe SE 224, utilizando dnicamente TM como sustrato, pero en
concentraciones de 1 mg/ml y 2,5 mg/ml. Tomamos muestras de 20 pul a los 60, 90 y 180
minutos. El réstoj del ensayo permanecfa igual que el empleado hai;ituélmente. Obtuvimos
los siguientes resultados. Cuando la concentracién de sustrato era '1 mg/ml, transcurridos
60’ de reaccign el a'ntibidtico mostraba 541 cpm; a los 90°, 1336 épm; y finalmente a los

180", la TM exhibfa 1499 cpm.

" Cuando la concentracién del antibitico fue de '2,5 mg/ml, a los 60’
mostraba 526icpm; alos 90°, 1016 cpm y a los 180’ la TM adenilz{da mostraba 2041 cpm.

Estos resultados los podemos observar en el grafico 9.
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Por lo que se observa no aparecfan diferencias significativas al usar las dos
concentraciones diferentes de antibi6tico ¢ sustrato. No obstante, se aprecié una relacién
directa en cuanto al incremento de centelleos por minuto exhibidos por el antibidtico
adenilado y el tiempo de incubacitn, ya que a medida que aumentaba el tiempo de
incubacidn se observaba un aumento en las cpmy bor lo tanto se detectaba de esta manera

cierta actividad nucleotidasa.

A continuacién, procedimos a realizar bajo las siguientes condiciones los
ensayos a las restantes cepas en estudio : 180’ de tiempo, 32° C de temperatura de
incubacién y empleando el antibiGtico a una concentracién de 1 mg/ml como sustrato.

Se tom6 como ejemplo el extrécto enzimdtico de la estirpe SE 224, que
ahora era capaz de modificar a antibiGticos tales como TM, KM, DKB, AN, NEO, RM e
ISE (exhibiendo unos.centelleos por minuto considerables), los cuales tienen en comin la
caracterfstica de poseef grupos hidroxilos en posicién 4’. Antibidticos tales como GM (107
cpm y 14% dé modificacién respecto a la TM), SM y SP no fueron’sustratos, y carecfan de
grupo hidroxiio en 4. Dadas estas circunstancias, sospechamos que la estirpe SE 224
producfé una enzima nucleotidasa ANT(4°)(4"), ya que ademds era capaz de mod.iﬁcar ala
DKB (35% de modificacién respecto a la TM), que posee un grupé hidroxilo ecuatorial en
posicién 4". Esta enzima difiere de la ANT(4°)-11 Que producen los g‘érménes gram negativos
y Bacillus b(‘evis porque esta ultima no presenta actividad con la DKB (90,100). No puede
ser una ANT(Z") porque la GM es débilinente modificada ;(107 “cpm y 14%> de

modiﬁcacidn)‘T

Hemos observado que la ISE es modificada por la adenilasa producida por

la estirpe SE 224, con unos valores de 1235 cpm y 172 % de mdaiﬁcacién respecto a la

{ - 186

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



TM. Estos resultados contrastan con la estabilidad que la ISE presenta a la ANT(4’) en

estudios realizados por otros autores en cepas de Staphylococcus (33).

No obstante, la ANT(4")-II descrita en patégenos gram negativos, sf es capaz

de modificar-a la ISE, inactivdndola y por tanto originando resistencia a la misma (90).

Si observamos el perfil de sustrato de la estirpe SE 224, podemos ver que
la ANy NEO al igual que la ISE son modificadas (96%, 90% y 172% de modificacién
respectivamente), pero la cepa se muestra sensible a tales antibidticos con una CMI: 8 pg/ml

en cada caso.

Estos hechos concuerdan con los descritos por otros autores, de modo que

la AN sufre una modificacién causada por la enzima ANT(4’)(4") producida por una cepa

de §. aureus;(l_()8,165); 6 bien por la producida por cepas de Enterococcus (23). En ambos

casos las estirpes se muestran sensibles 6 moderadamente sensibles a la AN, pero en ningin
» ,

¢aso resistentes.

v Le Goffic (108), explica este hecho argumentando- que el valor de la CMI

de un antibidtico no s6lo depende de la velocidad de inactivacién enzimatica y de la
susceptibilidéid del sustrato, sino que también depende de la velocidad de acumulacién del

antibiGtico en la célula bacteriana.

Un comportamiento similar ocurre con las enzimas ANT(2") de las
Enterobacterias con respecto a la modificacién de la NET, la cual es modificada pero no
inactivada, mostrandose las estirpes productoras sensibles a dicho antibiGtico. Bongaerts y

Molendijik (f2) explicaron este hecho basdndose en la relacién Vri;éx/KM de la enzima con
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la NET. Esta relacién es una medida relativa de la eficacia fisioldgica de la modificacién
enzimdtica del antibiéticd. Cuando compararon la relacién de. la NET con la de otros
sustratos, observaron que era muy baja y por lo tanto se justificaba la ‘sensibilidad de las
bacterias al antibiético.
|
Las restantes cepas en donde se detect6 la enzima ANT(47)(4"), mostraban
igual comportami_énto para la NEO e ISE, excepto para la AN, ya que las estirpes SE 213

y SE 180 mdstraban una CMI: 32 pg/ml para dicho antibiético.

El extracto enzimdtico de la cepa SE 19 adenilaba a la SM (585 cpm),
mostrandose la estirpe resistente a dicho aminoglic6sido, con una CMIL: 512 pg/ml.
Dedujimos la presencia de una AAD(6) en dicho extracto, quedandb por tanto justificada la

/

resistencia a la SM. No fue necesario determinar el perfil de sustrato, ya que esta enzima

s6lo modifica a la SM (39,97).

En resumen, de los 16 S. epidermidis estudiados, séio 4, las estirpes SE 224,
SE 223, SE 213 y SE 180 mostraban actividad nucleotidasa ANT(4°)(4"). Sélo en un S.
epidermidis, 1a cepa SE 19 se detectd la enzima AAD(6). Ningin'S. aureus parecfa tener

actividad adenilasa, al menos fue imposible detectar este tipo de enzimas en esta especies.

Las cepas productoras de la enzima ANT(4°)(4") se mostraban resistentes
aT™, KM,-DKB, PM y BT; pero eran sehsibles a NEO, hecho que contrasta con lo
observado por otros autores (44,108,192). Estas estirpes se mostraban también resistentes
a otros aminoglicdsidos tales como GM, SIS y RM. Esto era del;{ido a la presencia de la
enzima b1func1onal APH(2")+AAC(6’), por lo que nos result(S imposible predecir la

presencia de la ANT(4°)(4") basdndonos en el patrén de resnstenc1a dado que los perfiles de
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sustratos GM, TM, KM, DKB, RM, SIS se superponfan con los de la enzima bifuncional

APH(2")+AAC(6) (112,140).

" Hemos encontrado entre las cepas estudiadas, ci_latro que se muestran
]
resistentes a SM. El aislado SE 19, como hemos dicho anteriormente mostraba actividad
adenilasa AAD(6). En las restantes estirpes resistentes a este antibidtico, SA 206, SA 191

y SA 100 no pudimos detectar actividad nucleotidasa; no obstante, la resistencia a SM est4

justificada por la produccion de la enzima fosforilasa APH(3").

: Un hecho que atrajo nuestra atencidn, fue que se en‘contraron 7 aislados
resistentes a SP, pero no presentaban actividad adenilasa. Seis de estas cepas eran S.
epidermidis, SE 224, SE 223, SE 213, SE 180, SE 177 y SEv38, y un# era un §. aureus,
SA 234. Es posible que estas cepas fueran productoras dg enzimas y.‘que no hayamos podido
detectarlas mediante el ensayo empleado, debido a las enormes diﬁc{:lxltades aparecidas dado
el cardcter lét;il de las adenilasas. Otra explicacién posible, puede ser que la resistencia no
sea enzimdtica. Exi§ten otros mecanismos de resistencia a la SP, ;c;iebido a alteraciones 6

o~

mutaciones dé’ protefnas ribosémicas (15,58).

vl La actividad acetilasa, se ha detectado en los 6 S. aureus estudiados y en 15

S. epidermidi;,. La tnica estirpe que no mostraba actividad acetilasa fue el aislado SE 354.

Para explicar las enzimas acetilasas, emplearemos tres cepas diferentes, SE

181 (gréfico 10), SE 179 (grafico 11) y SA 221 (grafico 12).

" Estudiando la cepa SE 181, observamos que los antibidticos que poseen un

. 5 .. . . . G .
grupo amino en posicién 6’ son modificados, mientras que aquellos que no lo poseen tales
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GRAFICO 10.ENZIMAS ACETILASAS |
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GRAFICO 11.ENZIMAS ACETILASAS
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como PM (97 'cpm, 1,2% respecto a la GM) y APRA (0,5% y 39 cpm) no son sustratos.
Dedujimos por tanto que en este microorganisrho hay un sélo tipo de acetilasa que
corresponderfa a la enzima AAC(6’) que acompaha a la actividad APH(2") constituyendo
la enzima bifuncional APH(2")+AAC(6’). En ei extracto correspondiente a esta estirpe
observamos que la modificacion sobre la NEO es baja (17% respecto a GM, 54% respectd

a KM, 1377 cpm), lo que coincide con lo observado generalmente por otros autores (30,49).

No obstante, se nos han presentado varios casos entre las cepas estudiadas,
en los que la modificacién de la NEO es muy alta, llegando en ocasiones a superar a la de
la NET. Como ejemplo, proponemos la estirpe SE 179, que presenta una acetilacién de la

@ . : _

NEO de 195% respecto a la GM y 173% respecto a la KM; los centelleos por minuto que

exhibe 1la NEO acetilada son 31240 cpm. Estos datos, los podemds observar mejor en el

grdfico 11.

“* En realidad, nosotros pensamos que la enzima que presentaban estas cepas,
era también la AAC(6’), pero nos llamd la atencion la capacidad de las mismas para
modificar tan fuertemente a la NEO; en algunos casos causdndole resistencia, como en el
caso de la cepa SE 179, donde la CMI alcanza un valor de 64 pg/mi para este antibidtico.
En otros casos, no inactivaba al aminoglicdsido en cuestion, como bcﬁrrfa en la estirpe SE
142, que presentaba un 62% de modificacién y una CML: 8 pg/ml °‘para la NEO.

. ; !‘

* Esta capacidad que tienen los Staphylococcus prodd%:tores de AAC(6’) para
modificar la NEO y no causar resistencia, estd ampliamente descrita:(49,65); Esta situacion,
se puede explicar por la fuerte unién que se produce entre el antibiético 6’-N-acetilado y el
ribosoma bacteriano. Asf mismo, Benveniste y Davies (8) cor;1probaron que algunos

aminoglicdsidos acetilados conservaban atin su actividad antimicrobiana, aunque no era tan
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potente como'la del producto no acetilado.
)

Analizaremos por ultimo, la actividad acetilasa présentada por la cepa SA
221 (gréfico .12). Observamos que esta estirpe es capaz de modificar a la GM, KM, TM,
DKB, NET, SIS, AN y NEO que en mayor 6 menor grado ‘soﬁ“' sustratos de la enzima
- AAC(6); pe;'o también acetila a la PM (17% de modificacién y 1331 cpm), causando
resistencia (CMI: 64 ug/ml); y ala APRA (22% de modificacién y 1716 cpm), aunque en
esta ocasién la cepa se muestra sensible a dicho antibi6tico (CMI‘: 4 pg/ml). La cepa SA

221, fue la tnica estirpe capaz de acetilar la PM y APRA, las cuales no contienen grupo

amino en 6’. Si analizamos las distintas enzimas acetilasas, observamos que las enzimas

AAC2"), AAC(S)-III, AACQ3)-IV y la AAC(1) son capaces de.imodiﬁcar la PM. La
AAC(2’) no se ha detectado en aislados de Staphylococcus, sino en Providencia (67,148),
Proteus (67,71'48) y Streptomyces (148). Sin embargo, parece que existe evidencia de que
determinadas AACI(3) son producidas por cepas de Staphylococcus (30,39), pero no se ha

¢

completado la caracterizacién de dichas enzimas.

La AAC(3)-III es activa frente a GM, TM, KM, S{lS, DKB, NEO, PM vy
5-eplsxs§m1c1na No modifica a la APRA. No obstante, no pudnmos determinar la presencia
de esta enzima al no disponer de 5-episisomicina, ya que las 'estlrpes productoras se
muestran res_lstentes a dicho aminoglicésido. De_cualquler modo, la AAC(3)-III, segtin
Vliegenthart y col. (207), s6lo es producida por aislados de Pseudomonas.

;“ La AAC(3)-VII modifica a PM, NEO, LM, KM, GM, TM, SIS y NET. El
~ perfil es simi‘liar al de AAC(3)-II1 y al igual que ella no modifica a APRA, por lo que en un

principio peﬁLSamos que la acetilasa producida por la cepa SA 221 no era la AAC(3)-VIL
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La AAC(3)—IV es capaz -de modificar a la APRA,' GM, TM, NEO, RM y
NET, pero muestra poca actividad con la PM (32). Esta enzima confiere altos niveles de
resistencia ala APRA (67,171), lo que estd en desacuerdo con lo encontrado en nuestra cepa
SA 221, cuyé CMI: 4pg/ml respecto a este antibiGtico. Por iltimo nos queda por analizar
la AAC(1) que constituye un nuevo grupo de acetilasas ain no bien caracterizado. Modifica

a APRA, NEO, PM y RM.

A la vista de este andlisis, no podemos predecir?fqué tipo de acetilasa es
producida p&r la estirpe SA 221 junto con la AAC(6’). Baséndonds s6lo en la modificacién
enzimdtica, podemos pensar que podrfa tratarse de una AAC(1) 6 bien de una AAC(3)-1V,

a pesar de que no causa resistencia a la APRA aunque sf la modifica.

En general, si comparamos los valores de CMI presentados por los distintos
Staphylococ&ts con la modificacién enzimética que ocasionan, observamos que todas las
cepas productoras de AAC(6’) muestran el fenotipo de resistencia "GM TM KM DKB RM
SIS" (67). Esta enzima es capaz de modificar a la AN, NET e ISE sin causarles resitencia,
tal como vimos que sucedfa con la NEO. No obstante, en algunéis ocasionés, las estirpes

productoras §e muestran resistentes a AN y NET (165).

ﬂ La ISE es modificada por la AAC(6’). Este resthado contrasta con los
(zbservados p,or otros autores para esta enzima (83), 6 bien para la AAC(6°)-1 de los gram
negativos capaces de modificar a la AN (62,130). Las cepas de Staphylowccus muestran
unos valores de CMI para este antibidtico que oscilan entre 4-64 ;ig/ml. S6lo una cepa SA
206 aparece tesistente a la ISE con una CMI: 64 pg/ml y exhibiendo una modificacién de

141% respecto a la GM y 13122 cpm. Estos resultados que no dlﬁeren de los presentados

por las cepas 'sensibles 6 medianamente sensibles a este ammoghcésndo
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Antes de 1983, la mayorfa de las resistencias a‘ GM, TM, DKB, AN 6 NET,
eran causadaé por una s6la enzima modificadora, ya fuera una fosforilasa, adenilasa 6
acetilasa (136). No obstante, hoy en dfa es frecuente ver resultados de investigaciones en
donde aparecéh combinaciones de distintas enzimas modificadoras en una misma cepa

(112,171).

En nuestras cepas de Staphylococcus, observamos también la coexistencia
de distintas enzimas modificadoras de aminoglicésidos. En la tabla 14 podemos ver las
combinaciones encontradas 6 los patrones enzimdticos, asf como el nimero de cepas que la

presentan y las resistencias que originan.

; La combinaci6n m4s frecuente es la que presentan los aislados con el patrén
enzimético 3. Es decir, APH(2")+ AAC(6’) con APH(3’)-11I, origif;ando resistencia a GM,
T™, KM, DKB NEO, PM, RM vy SIS. En algunas ocasiones, también causa resistencia a
AN, NET e ISE. Este perfil enzimdtico y el perfil n® 4, pueden tener implicaciones
terapéuticas, ya que pueden causar r.esistencia a AN. Los perfiles n® 5 y 6, se distinguen
porque las cepas que lo presentan, muestran ademds resistencia a la SM, ya sea por la

enzima APH(3") 6 por la AAD(6).
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Tabla 14.- Patrones enzimdticos encontrados en las cepas de Staphylococcus 'y resistencias que producen.-

PATRON ENZIMATICO

N° CEPAS RESISTENCIAS CAUSADAS
PE,: APHQ2")+AAC(6") 7 GM, TM, KM, DKB, SIS, (AN), (NET)
PE,: APH(3')-1l l NEO, KM, PM, RM, BT, LM, (AN), (ISE)
PE,: APH(2")+AAC(6"), APH(3")-II 6 GM, TM, KM, DKB, NEO, PM, RM, SIS, BT, LM, (AN), (ISE), (NET)
PE.: APH(2")+AAC(6’), ANT(4")(4") 4 GM, TM, KM, DKB, SIS. RM, (NEO), (AN), (NET)
PE,; APH(2")+AAC(6"), APH(3")-III 3 GM, TM, KM, DKB, SIS, NEO, PM, RM, BT, LM, SM, (AN), (ISE), (NET)
APH(3")
PE.: APH(2")+AAC(6"), APHQG)AII,cen o+ wewe- o ¢ 10

APH(3"), AAD(6)

GM;-TM, KM, DKB:-NE@: PM. RM; SIS, BT, LM, SM, (AN), (SE), (NET)

El paréntesis ( ), nos indica que en algunos casos las cepas muestran resistencia a esos antibidticos y en otros casos no.
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* ESTUDIOS SOBRE LA INDUCCION DE RESISTENCIA.- -

" A lo largo de nuestro recorrido por las distintas enzimas modificadoras de
aminoglicdsidos detectadas en nuestras cepas de Staphylocbccus, hemoé comentado que
antibidticos tales como la AN y NET, y en algunas ocasiones la ISE, son fuertemente
modificados y sin embargo las cepas productora§ no se muestran resistentes a los mismos.
Si observamos nuestra coleccién de cepas, s6lo una estirpe la SA 206, se muestra resistente

a la AN con una CMI: 128 pg/ml. Las estirpes SE 217, SE 213, SE 181, SE 180, SE 179

y SE 177 muestran unas CMI: 32.ug/ml, considerdndose medianamente sensibles. El resto

de los Staphylococcus son sensibles a la AN con una CMI< 16 pg/ml. En el caso de la
NET, s6lo una cepa SA 206, presentaba una CMI> 16 ug/ml alcanzando valores de

resistencia.

Como hemos visto, todas nuestras estirpes producfan enzimas que
modificaban a dichos aminoglicdsidos, bien la APH(2")+AAC(6’) que modificaba a ambos,

6 bienla APH(3’)-III y la ANT(4°)(4") que lo hacfan sobre los grupos hidroxilos de la AN.

" Dado el interés de estos aminoglicésidos desde el i)u“nto de vista clfnico, nos
pareci6 interesante comprobar si estas estirpes bacterianas, tras un contacto prolongado con
los distintos antlbldtlcos eran capaces de mostrarse resistentes a l;)s mismos. Asf mismo,
si adquirfan valores de resistencia, estudiar cémo afectaba a la produgmén enzimdtica.

il s

“ Quisimos por un lado, evaluar el efecto de la AN en las'cepas sensibles; y
por otro lado, el efecto de 1a NET en las cepas sensibles a dicho antnblétlco Utilizamos dos
cepas senmblés y no productoras de actividad enzimdtica como controles laSE 177C y la

SE 141C. De este modo, evaluamos si el posible incremento en los niveles de resistencia era
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. igual en las cepas productoras que en las cepas que no posefan enzimas inactivadoras de

aminoglicdsidos.

En la tabla 15, podemos observar el incremento experimentado a nivel de
las CMIs por las estirpes de S. aureus y S. epidermidis sensibles a AN (CMI< 16 pg/ml),
tras incubarlas en BHI que contenfa concentraciones subinhibitorias y crecientes de dicho

antibiético. Este experimento se realizé tres veces. J

En la tabla 16, observamos el aumento producido por las cepas sensibles a
la NET (CMI< 16 pg/ml) tras los tres pases en concentraciones crecientes y subinhibitoria

de este aminoglicdsido.

‘ Los resultados de dichos experimentos, nos muestran en todas las cepas
ensayadas, qﬁé tras la'. incubacién en medio con antibi6tico, se produce un aumento en los
“valores 'de las CMlIs, tanto en las cepas productoras, como en las usadas como control. No
obstante, el factor de incremento es diferente segiin sea el antibiéti'co empleado.

En el caso de la NET, todas las estirpes se vuelven ,‘\re‘sis'tentes. El factor de
incremento varfa de 256 a 1024 veces el valor de la CMI antés del experimento. La
diferencia entre las 'cep.as productoras de enzimas modificadoras d_é aminoglicésidos y las
controles es evidente (factores de incremento de 64 y 256 veces), ;no;trando la estirpe SE

177C una CMI: 16 pg/ml (valor de resistencia) tras la inducci6n.

Cuando usamos AN, tras los tres pases, todas las cepas ensayadas aumentan
los niveles de sus CMIs, adquiriendo valores de resistencia (CMIs entre 256 y 2048 pg/ml).

El factor de ificremento varfa de 32 a 512 veces los valores de las CMIs iniciales y también
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Tabla 15.- CMls antes (CMI-0) y después (CMI-3) de tres pases en medio con AN.-

N° CEPA CMI-0 CMI3 FACTOR DE INCREMENTO
SE 224 8 512 64
SE223 16 512 32
SE 190 4 256 6
SE 142 8 512 64
SE 141 8 512 64
SE 66 8 512 64
. SE 47 i 8 512 64
SE 38 16 512 32
SE 19 8 512 64
SA 234 16 1024 64
SA 221 2 1024 512
SA 191 16 2048 128
SA 100 16 2048 126
SA 17 4 2048 512
CONTROLES
SE 177C 0,5 8 16
SE 141C 1 8 g
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Tabla 16.- CMIs antes (CMI-0) y después (CMI-3) de tres pases en medio con NET.-

N° CEPA CMI-0 . CMI-3 FACTOR DE INCREMENTO
SE 224 8 4096 512
SE 223 8 4096 512
SE 217 8 4096 512
SE 213 4 4096 1024
SE 190 2 1024 512
SE 181 8 1024 128
SE 180 8 4096 512
SE 179 8 2048 256
SE 177 8 1024 128
SE 142 2 1024 512
SE 141 2 4096 2048
SE 66 1 1024 1024
SE 47 8 2048 256
SE 38 K 8 2048 256
SE 19 & 4 4096 1024
SA 234 8 4096 512
SA 221 1 1024 1024
SA 206 32 4096 128
SA 191 8 4096 512
SA 100 8 4096 512
SA 17 4 4096 1024
CONTROLES
SE 177C 0,06 ' 16 256
64

SE 141C 0,12 8
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difiere, como en el caso de la NET, de los incrementos padecidos por las cepas controles

~ (8-16 veces) , las cuales siguen permaneciendo sensibles (CML: 8ug/ml).

Este aumento observado en los valores de las CMIs para la AN y NET, tras
los pases en medio con dichos antibidticos, permanece estable cuando sembramos las cepas

en medio sin antibiéticos.

* Para algunos autores (11,15,174) este fenémeno supone una mutacion, dado
el cardcter bonstitutivo dé las enzimas modiﬁcadoras_ de aminoglicdsidos, mientras que otros
autores (30,34,88,117,203), lo consideran como una induccién dé resistencia, si bien en
algunos casos ‘no permanece estable (34,88). En algunas ocasiones, la alta frecuencia de

cepas resistentes a partir de una poblacién es considerada un argumento en contra de la

mutacién (6).

. Ya sea una mutacién 6 bien una induccién, el mecanismo por el cual las
bacterias adquieren valores de resistencia no se conoce exactamente. Parece ser que estdn

implicadas alteraciones a nivel del transporte a través de la membrana celular (15),

sgperinduccidn, amplificacién del gen ¢ incremento en el nimero de copias del pldsmido .

(11,30). Se ha visto también, en el caso de resistencias inestables, que el meéanismo por el
cual la bacteria adquiere esa resistencia viene dado por una reguiacién en la entrada del
antibiético en la fase dependiente de energlfa (EDP-11), que a su vez podrfa estar ocasionada
por la existencia de lipopolisacdridos anormales, deplecién de unafprotefna transportadora

1y

6 colapso en el potencial eléctrico (34,88).

! +

Comprobamos as{ mismo, cémo se vefan afectadas las CMIs de otros

aminoglicésidos de uso clinico, tales como GM, TM, AN e ISE, en las estirpes inducidas
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4
con la NET. Los resultados los podemos observar en la tabla G (anexo). En esta tabla,
V2mos que los valores de las CMIs respecto a estos antibidticos se ven aumentados
considerablemente si lo comparamos con las CMIs antes de la induccidn, (tabla C (anexo)).
"
Este resultado parece encontrarse en concordancia con los observados por

otros autores (203). Asf tenemos que Storrs y col. (174) encontraron que en sus cepas de

S. aureus inducidas con GM, aumentaban los niveles de resistencia a un amplio mimero de .

aminoglic6sidos. Daikos y col. (34) observaron asf mismo, una re§istencia cruzada a otros
aminoglicdsidos en sus cepas inducidas’'con GM 6 TM. Lovering y col. (117) comunicaron
que en cepas de S. epidermidis inducidés con GM, se producfa un aumento en laCMI a
otros aminoglicésidos, tales como NET, AN y TM, causando resistlencia a los mismos. Para
a}gunos autores, esta resistencia cruzada puede estar producid‘-,_a por problemas en el
transporte de antibidticos (203).

A continuacién, para valorar cémo afectaba este incremento de las CMIs a
la produccidn enzimdtica, seleccionamos cuatro estirpés bacterianas, tres de ellas' S.
epidermidis, las cepas SE 224, SE 180 y SE 141, y un §. aureus, 1a cepa SA 191. A partir
de este mom’bnto, denominaremos a estas estirpes inducidas con NET como SE 2241, SE

1801, SE 1411 y SA 1911

~ Antes de exponer y discutir los resultados obtenidos, comentaremos un poco
las caracterfsticas dg estas cepas. Las estirpes SE 2241 y SE 180‘;‘ son productoras de las
~ enzimas APH(Z")+AAC(6’) y ANT(4’)(4"). En la cepa SE 1411 sélamente se ha detectado
la enzima bifuncional APH(2")+AAC(6’); mientras que en SA 19FI encontramos diferentes
tipos devenzi"mas, £a1es como APH(2")+AAC(6’), APH(3’)-1lI .y APH(3"). Como cepas

controles, utilizamos las mismas que empleamos previamente, es decir SE 177Cy SE 141C,
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las cuales no-presentaban actividad enzimética.
La susceptibilidad de estas 6 estirpes a los distintos aminoglicésidos
empleados, se calcularon por medio de antibiogramas y de una manera cuantitativa a través

del célculo de las CMIs. Estos valores quedan reflejados en las tablas G y H (anexo).

A continuacién determinamos los perfiles enziméticos de cada cepa inducida
y de la estirpe original 6 inicial bajo las mismas condiciones. Los perfiles de fosforilasas y

acetilasas, se muestran en la tabla I (anexo).

Si observamos las estirpes SE 2241, SE 1801 y SE 1411, a primera vista,
vemos que los centelleos por minuto que exhiben los antibidticos ;cetilados ¢ fosforilados
por la cepa inﬁucida son mayores que los mostrados por las cepas originales SE 224, SE 180
y SE 141 reépectivamente. Pero ésto no es indiéativo de chho, a no ser que la
concent‘facién protéica en ambos extractos sea idéntica, y en cierto modo nos podrfa
conducir a uﬁa conclusién errénea. Para evitar ésto, hemos de referirnos a la cantidad de
protefnas totales presente en los extractos enzimdticos. Los perfiles-de sustrato 6 porcentaje
de modiﬁcacién, no son tan importante para determinar la resistencia, como la actividad

enzimdtica absoluta 6 nivel enzimdtico (11).

A continuacién, analizamos las cepas SE 224 y SE' 2241. Si dividimos los
centelleos pof miﬁuto (cpm) que muestran los diferentes antibiét‘icos por la cantidad de
protefnas presente en los extractos enzimdticos de cada cepa, obtenemos una relacién que
nos da una idc;,a del aumento en la produccién enzimdtica. Por ejemp'"io, tenemos que las cpm
mostradas por la NET fosforilada son, en la cepa original SE 224, 3340 cpm, mientras que

en la cepa inducida SE 2241 son 20041 cpm. Hemos determinado el contenido protéico de
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cada extracto,‘ de modo que la estirpe SE 224 contiene 28 mg de pbdtefnas totales; mientras

que en la cepa SE 2241 el contenido protéico es el mismo e igual a 28 mg. En la tabla 17

se muestran los valores correspondientes a las protefnas totales de cada extracto enzimdtico

determinadas por el método de Lowry.

Al dividir 3340 cpm entre 28 mg y 20041 cpm entre los correspondientes
28 mg, nos d;i'un factor de 119 y 715 respectivamente. Dicho factor, nos da una idea del
incremento que se ha producido en la fosforilacién del antibidtico. Para este caso concreto,
el antibidtico es la NET, y la fosforilacién es del orden de unas 6 veces mayor en la estirpe
inducida SE 2.241, que en la original SE 224. Del mismo modo, lo flacemos con el restb de

 los antibiéticos y para cada tipo de actividad enzimdtica. Estos valores quedan recogidos en

la tabla J (anexo).

Analizando los datos que se muestran en la tabla J (anexo), si observamos
las estirpes SE 2241 y SE 18QI, productoras de las enzimas APH(2")+AAC(6") y
ANT®@)(@") f}ente a las cepas originales, detectamos tanto en los perfiles de acetilasas como
de: fosforilasas, uné mayor produccién enzimdtica en las cepas inducidas que en las cepas
originales. El factor_ de incremento varfa segin el antibidtico y el tipo de actividad ensayada.
Asf por ejemplo, cuando realizamos el ensayo de las nucleotidasas para las estirpes SE 2241
y SE 1801, observamos que los niveles de adenilacién para la TM ﬁermanecfan iguales que
en las respecti'vas cepas originales. Por lo tanto, parece que la induccién de estas estirpes

con NET, no afecta a este tipo de actividad enzimitica. !

~ A continuacién comparamos la modificacién enzimdtica producida por las

cepas SE 141 y SE 1411. En ambas estirpes se detecté la presencia de la enzima

"~ APH(2")+AAC(6’). Observamos que tras la inducci6n a través de paées por NET, se ha
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Tabla 17.- Proteinas totales (en mg) determinadas en los extractos enzimdticos

empleados en los experimentos de induccion.-

PROTEINAS TOTALES

EXTRACTOS FOSFORILACION ACETILACION
SE 354 20,00

SE3541 32,00

sE224 28,00 16,30
SE 2241 . 28,00 16,20
SE 180 00 18,00
SE 1801 2400 10,40
SE141 - 29,00 21,00
SE14l 3,20 18,20
SA 191 | 30,00 21,60
sAlou ¢ 2800 (5,60
SE 177C - 23,00 16,80
SE 177CI | 37,80 44.80
SE 141C 27,00 8,75

SE 141CI 27,50 35,20

e
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producido un incremento tanto en los niveles de fosforilasas como de acetilasas.

B

Por iltimo, analizaremos lo ocurrido en la estirpe SA 1911 comparada con

la SA 191 Ambas poseen las siguientes enzimas: APH(2")+AAC(6’), APH(3’)-lIl y

APH(3") Cuando comparamos los niveles de produccién de ambas cepas, observamos que’

la SA 1911 sufre un aumento significativo en los niveles de acetilasa con respecto a la SA
191. En la fosforilacién vemos qué los sﬁstratos tfpicos de la enzifna APH(2") aumentan
considerablemente sus niveles de modiﬁcacidn:‘ del orden de 5 a 6 veces, mientras que
sustratos esbeéfﬁcos de la acc‘idn de la enzima APH(3’)-111, tales é{éomo NEO, PM y RM
apenas se ven aiterados. De modo‘ qué para la NEO pasamos de un factor de 206 a 211. En
el caso de la PM de 351 a 285; y en la RM, de 341 a 385. La SM que es sustrato de la
APH@3") tampbco se ve significativamente aumentada en su modificacién.
,

. Estds resultados, junto con la ausencia de incremento en los niveles de
.produccién de las nucleotidasas por parte de las estirpes SE 2241 y SE 1801, parecen
indicarnos qué" este fendmeno se produce en las enzimas para la cual ~elv agente usado como
inductor es su‘étrato (174). Es decir, la NET que es el aminoglicésido empleado, es sustrato
de las enzimas APH(Z';)+AAC(6’), y no lo es de la APH(3’)—IIf‘i ANT@4’)(4") ni de la

B

APH(3").

* Por tltimo, vamos a observar el coniportamiento en %i:as és_tirpes usadas como
controles, SE 177C y SE 141C, las cuales no sufren un aumento sig:gniﬁcativo‘en los(niveles
~ de acetilacién’ ni de fosforilacién. Este hecho refuerza el papel qlle juega la produccién
enzimdtica en la induccién de resistencia en aquellas cepas que poseen ciertos niveles de

actividad (11,30,117,174). No obstante, también se han descrito \casos, en los que no se

produce esta elevacion en los niveles enzimdticos en cepas productoras, tras sucesivos pases
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en concentraciones crecientes de un determinado aminoglicésido (30).

' La cepa SE 354, como recordamos, se caracterizaba porque era productora
de un sélo tipo de enzima, la fosforilasa APH(3")-1II, y mostraba una CMI: 16 pg/ml para
la ISE. La modificacion que padecfa la ISE por parte de las estirpes prodhctoras de este tipo

de enzima fue objeto de nuestra atencin, puesto que no se habfa descrito previamente

(62,63,69,83). De este modo, nos parecid interesante estudiar si esta estirpe podfa alcanzar -

niveles de res\;lstencia para este aminoglicdsido y ademds si la produccién enzimdtica se vefa
afectada. Por lo tanto, sometimos a la cepa SE 354 a divefSos pases en medio con
concentraciones crecientes de ISE partiendo de la concentracién suibinhibitoria, que en este
caso era de 8 pg/ml. Tras la induccién, la estirpe SE 354 alcanzé i“ma CMI para la ISE de
1024 pg/ml. "E'La susceptibilidad de la cepa inducida y de la original frente a distintos

aminoglicdsidos se observa en la tabla 18.

En la tabla K (anexo), observamos los correspodies'ntes perfiles de sustrato
de las cepas SE 354 original e inducida. Asf mismo, vemos los niveles alcanzados tras la
induccion. Es’te hecho apoya la hipétesis de que la ISE es sustrato para la enzima APH(3’)
detectada en :nuestras cepas de Staphylococcus. Quizds pudiera tratarse de una nueva

isoenzima del tipo de las APH(3’), aunque tendrfamos que realizar E‘nas estudios al respecto.

. En‘resumen, esta clase de resistencia a la que hemoé hecho referencia es un
potencial peligro dentro del 4mbito hospitalario, ya que puede apareéer tras una larga terapia
con esta clase de antibiéticos. En el caso de la AN, se ha descrito en algunas ocasiones que
el uso prolongado c_le"este antibiético conlleva un aumento de resisténcia al mismo (90,203);

mientras que otros autores sostienen que es independiente el nimero de aislados resistentes

a AN con el uso del mismo dentro de la politica de antibi6ticos del hospital (150,203). Price
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Tabla 18.- Resultados de los antibiogramas de los aislados SE 354 y SE 3541 con los

diferentes aminoglicésidos empleados.-

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS ' SE 354 SE 3541

GM

™

KM

DKB
AN

NET

NEO

SIS

ISE A,

SM

20,08
28,08
0,0R

40,0 S

1808

30,0 S
0,0R
34,0 S
24,0 S
20,0 S

20,0R

19,58
20,0 S
0,0R
23,08
13,0R
22,08
0,0R
28,08
0,0R
20,0 S

20,0 R
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y col. (150) sugiereh que no es justificable atribuirle a la AN el rango de antibidtico de
reserva por peligro a que surja la resistencia, ya que este antibidtico tiene un espectro de

accién mayor que cualquier otro aminoglicésido.

No obstante, estas discrepancias no se han ot_)servado inbvitro para la NET,
y menos aiin para la ISE, antibidtico en estudio. Nuestros resultados:sugieren que el contacto
‘prolongado dﬁrante la terapia con estos tipos de aminoglic6sidos puede conducir a que cepas
productoras con cierto nivel enzimético,‘ se vuelvan resistentes a estos antibi6ticos y ba otros

~ similares, pudiendo transmitir esta resistencia por conjugacién como veremos mds adelante.
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* CARACTERIZACION DE PLASMIDOS DE RESISTENCIA.-

a La informacién genética para la sintesis de estas enzimas se localiza
\

frecuentemente en plasmidos. Dentro de un hospital es importante determinar y caracterizar

los pldsmidos de resistencia, principalmente si se tratan de pldsmidos conjugativos. Ademds,

se sabe que lzis\ estirpes de S. epidermidis, si bien no son potencialménte patégenas, pueden
servir como reservorios de plésmidos que son transferidos dentro del dmbito hospitalario a
especies con ;hayor poder patégeno, como son los S. aureus. Esta transferencia puede tener
lugar in vitro (4,55;91,128) y en la piel del personal hospitalario y pacientes (133). Tal es
su importancia, que en algunos hospitales de Estados Unidos se han realizado estudios de

prevalencia de pldsmidos conjugativos entre los aislados‘ clinicos de Staphylococcus (3).

" E siguiente paso que realizamos fue intentar detérminar qué tipo de
pldsmidos eran los que conferfan resistencia a los-aminoglicésidoé en nuestras cepas de
Staphylococcus. Para ello nos basamos en tres técnicas: curacion, transformécién y
conjugacion, las cuales se complementan entre sf.

[

* Curacion de plzislmidos.-

 Mediante la curacién, de las 22 cepas ensayadas, sélo pudimos obtener 4
derjvados que habfan perdido la resistencia a los aminoglicdsidos. Estas estirpes fueron la
SE 224, SE 1§0, SE 177 y SE 141; que ahora denominaremos con el sufijo C, por ejemplo:
SE 224C. Se cmplearon dos sustancias como agentes curantes, el ‘bromuro de etidio y el
naranja de gcr.idina acompafiado de una temperatura de 44° C. Con 'la primera sustancia no
obtuvimos niﬂgﬁn resultado positivo, mientras que con el naranjqf"‘;le acrfdina ad4° Cel

18% de las 'éepas parecieron perder el pldsmido que codificaba la resistencia a los
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aminoglicdsidos. Este hecho .no es indicativo de que el resto de Iéé estirpes estudiadas no
| presenten los ‘genes de resistencia a los aminoglicésidos codificados bor pldsmidos; sino que
mds bien estd en corcordancia con los resultados observados por otros autores, quienes
alegan que la efectividad de los distintos procedimientos empleados en la curacién es

imprevisible (210).

' Para confirmar que las nuevas estirpes correspondfan a los derivados curados
de las cepas iniciales, utilizamos el sistema API-STAPH. Mediante este sistema de
identificacién, comprobamos que los biotipos de la cepa iniciaf y de la curada eran
exactamente iguales, por lo que parecfa remota la posibilidad de que se tratara de una
contaminaci6n. Se ha demostrado que el sistema API-STAPH constituye un método de
identificacién tanto para los Staphylococcus coagulasa negativos como positivos con un alto

A

porcentaje de reproducibilidad (141).

" En las tablas B y C (anexo), podemos observar los valores de los
antibiogramas y CMISs respectivamente, de estas cepas frente a los diferentes antimicrobianos

ensayados.

Analizando las distintas estirpes, vemos que las SE 141C y SE 190C se
. muestran sensibles a todos los aminoglicdsidos ensayados; no obstaipte siguen mostrdndose
resistentes a la P y AM. Por el contrario, la cepa SE 177C que af)arece sensible a todos,
incluso ala P ala que antes era resistente.

4 Si observamos la estirpe SE 224C, vemos qué sigue permaneciendo
resistente a TM, KM, SP y P. El hecho de que esta cepa junto con l;as cepas SE 190C y SE

141C sigan manteniendo su resistencia a P tras los procedimientos de curacién no es un

\
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K
fenémeno aislado. Algunos autores han observado en cepas de . aureus, derivados curados

sensibles a loé aminoglicééidos y resistentes a la penicilina (165,210).

Anteriormente vimos que 6 aislados de §. epidefmidis, entre los que se
encontraba laf cepa SE 224, mostraban una CMI> 80 ug/ml para la SP, por lo que se
consideraban resistentes al mismo. El problema que tenfamos con estas cepas era que no
conseguimosidetectar produccién de la AAD(3")(9) que causa resistencia a la SP. El hecho
~ de que el derivado gurado SE 224C presente una CMI> 512 pg/ml, exactamente igual a la
que moétraba Ia cepﬁ original SE 224, parece apoyar nuestra hip6tésis de que la resistencia

a SP pueda ser debida a una alteracién 6 mutacién de las protefnas ribosémicas (15,58).

A continuacién, vamos a analizar el aislado SE*224 que mostraba dos
enzimas .modi‘ﬁcadoras, laAPH(2")+ AAC(6’) y laANT(47)(4"). Alucomprobar los fenotipos
de resistencia exhibidos por esta estirpe y por la curada, todo parecé indicar que esta ultima
ha perdido ell pldsmido que codifica la enzima bifuncional y ha conservado el que alberga
~ los genes que codifican la nucleotidasa, 6 bien estos genes tienen un origen cromosémico.
El hecho de aue la cepa curada SE 224C presentara el fenotipo de resistencia "TM KM
DKB", nos hizo sospechar antes de poder detectar las enzimas adénilasas, la presencia de
las mismas en nuestros extractos enzimaticos. La cepa SE 224C se convirti6 de este modo

\ : ,

en la tnica estirpe que presentaba esta enzima sin estar acompafiada por otro tipo de

actividad.

El paso siguiente fue comprobar si la pérdida aparente del pldsmido iba
acompaiiada de una pérdida de actividad enzimdtica, previamente detectada en las respectivas
cepas originzfles. De este modo, comprobamos que las estirpes SE 190C y SE 177C, que

antes producfén laAPH(2")+AAC(6’) y APH(3’)-11l, carecfan de cualquier tipo de actividad
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enzimdtica. En la cepa SE 141C, que derivaba de SE 141, productora de

APH(2")+AAC(6’), tampoco se detectd ninguna enzima.

No obstante, verificamos mediante ensayos enzirﬁziticos, la pérdida de la
enzima bifuncional en el aislado SE 224C, pero segufa conservando la nucleotidasa

ANT(4")(4"). Estos resultados se aprecian en las tablas D, E y F (anexo).

Este experimento no queda completo sin antes realizar una extraccion del
ADN plasm[dico seguida de electroforesis en gel de agarosa. En la misma observamos que
la pérdida de resistencia y actividad enzimdtica, va acompafiada de la pérdida de material

genético plasmidico.

En la fotograffa 1 se puede observar que la estirpe SE 224 tiene un plasmido

cerca del cromosoma de peso molecular 17,3 Md, que desaparece en el derivado curado.

Todo nos hace pensari que ese pldsmido alberga la en}.ima APH(2") + AAC(6’), mientras que
la enzima ANT(4’)(4") parece tener un origen Ccromossémico. Para asegurarnos de la
codificacién éenética de esta adenilasa, procedimos a realizar experimentos de conjugacidn
entre la cepa‘SE 224C como donadora y como receptora, la cep.a S. aureus ssp aureus
procedente de la Colecéién Espaifiola de Cultivos Tipo n® 4146 NCIB 10819. Esta cepa se
caracteriza p(;r ser sensible a todos los antibidticos excepto a la novobiocina. Pensamos que
si la estirpe SE 224C posefa un pldsmido que albergaba los determinantes genéticos para
codiﬁcér la ANT(4’)(_4"), quizds podrfa transmitirlo por conjugacién, tal como lo han
observado otros autores (4,21,23,90,91, 100, 128). A pesar de repetifr la prueba varias veces,
no obtuvimos ningin transconjugante, lo que nos indicaba dos opciones: que el posible
pldsmido de resistencia»no tuviera propiedades conjugativas, 6 bien que en realidad la estirpe

SE 224C no llevara ningudn pldsmido, tal como se observaba en la fbtograﬂa 1. Por lo tanto,
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todo parecfa indicar que los determinantes de la enzima ANT(4’)(4") tenfan una localizacion
cromosémicé, tal comb se ha observado para cepas de §. aureus'y S. epidermidis (112,191).
Algunos aut'&res Sugierén que el gen aadD, que ;:odiﬁca la enzima ANT(4’)(4") pudiera
encontrarse en un transposon, pasando al cromosoma la informacion genética (112,191).
En el aislado SE 141, el gen que codifica la enzima bifuncional, puede estar
situado en cu.alquiera de los dos pldsmidos que presenta, cuyos pesbs moleculares son 5,5
y 1,74 Md.:"‘.La enzima APH(Z")+AAC(6") se ha encontrado en pldsmidos de alto peso
molecular en numerosas ocasiones, tanto en Staphylococcus aureus como en Staphylococcus

epidermidis (75,100,112, 119,210).

En las cepas SE 177 y SE 190, segiin se obser\;Q en la fotograffa 1, las
enzimas APH(3 )-III y APH(Z")+AAC(6 ) estdn localizadas en cada una de las cepas en un
mismo plasmldo de alto peso molecular. Para el aislado SE 177 es 41 ,7 Md; para la cepa
SE 190 es 34 6 Md. La presencia de las enzimas APH(3")-11I, que conﬁere resistencia a
NEO, y APH(Z")‘+AAC(6’), que causa resistencia a GM, TM y KM, en un mismo
pldsmido, va asociada con frecuencia a las propiedades conjugativas del mfsmo (213), tal

como veremos mds adelante.

* Transformaciéon de ADN plasmidico.-

Otra técnica empleada para averiguar si los determinantes genéticos de

resistencia a los antibidticos estaban codificados en pldsmidos, fue la transformacidn.

Mediante esta técnica sélo se transformaron 7 S. epidermidis, de los cuales

las cepas SE 213, SE 179, SE 177 y SE 19, pudimos comp;bbar m4s tarde, tenfan
215

mne

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



Fotografia 1.- Electroforesis de la extraccion de ADN plasmidico de las estirpes
curadas.
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,,\

propiedades conjugativas. Las restantes estirpes transformadas fueron SE 223, SE 142 y SE
38. Cuando hablemos de los aislados transformados le pondremos el sufijo S a continuacién

de su nimero’ correspondiente de identificacion.

Al igual que hicimos en la curacidn, estudiamos la sensibilidad de los
transformantes a los distintos antibiéticos empleados, mediante el antibiograma y el cdlculo

de las CMIs (tablas B y C (anexo)).

Por medio del método radioenzimdtico, comprobamos qﬁe las resistencias
que exhibfan las cepas transformantes respondian a la accién de las‘L enzimas modificadoras
de aminoglicdsidos trahsferidas a través de pldsmidos por las cepas donadoras. Sélo
empleamos 2 6 3 aptibiéticos para detectar la actividad enziméticé en las transformantes.
Estos resultadbs se observan en la tabla L (anexo).

B
" Se determinG el biotipo de las transformantes mediante el sistema API-
STAPH y se observé que se correlacionaba con el de la cepa receptbra empleada, que en
este caso fue el S. aureus ssp. aureus de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo n® 4146
NCIB 1'0819,"‘>¢que se-caracteriza por ser sensible a todos los aminoglicésidos. El biotipo de

esta cepa se puede observar en la tabla 19.

Posteriormente, procedimos a extraer el ADN plasmfdico y realizar las

correspondientes electroforesis en geles de agarosa.

Analizando los valores de resistencia y actividades enzimiticas presentadas

por las cepas donadoras y transformantes, podemos observar que estas iltimas presentan la
.'_;
misma resistencia a los aminoglicésidos que sus respectivas cepas donadoras, pero con unos

3
a.
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Tabla 19.- Biotipo presentado por la estirpe receptora S. aureus ssp. aureus de la CECT

n® 4146 NCIB 10819.-

PRUEBAS RESULTADOS
CONTROL NEGATIVO
D-GLUCOSA POSITIVO
D-FRUCTOSA . POSITIVO
D-MANOSA - POSITIVO
MALTOSA POSITIVO
LACTOSA POSITIVO
D-TREHALOSA POSITIVO
D-MANITOL POSITIVO
* XILITOL NEGATIVO
D-MELOBIOSA 'NEGATIVO
NITRATO POSITIVO
' B-NAFTIL FOSFATO POSITIVO
PIRUVATO DE SODIO POSITIVO
RAFINOSA " NEGATIVO
XILOSA NEGATIVO
SACAROSA , POSITIVO
«-METIL D-GLUCOSA NEGATIVO
'N-ACETIL-GLUCOSA NEGATIVO
ARGININA POSITIVO
UREA POSITIVO

anaria. Biblioteca Digital, 2003
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niveles de CMI ligeramente inferiores en algunos casos y superiores para otros antibi6ticos,

tales como AN y NET. Este comportamiento que presentan los aislados transformantes, lo

discutiremos posteriormente, cuando veamos la conjugacién, ya que se repite.

Los transformantes SE 177S y SE 19S ademds se rﬁuestran resistentes a P;
las cepas SE 1428 y SE 38S han captado las resistencias a TE, C, CC y E en el primer

caso, y aC, CC y E en el segundo caso, tras el proceso de transformacién. Estos resultados

sugieren que los marcadores de resistencia para estos antibidticos se encuentran localizados -

en pldsmidos, y que se han transferido mediante transformacion a la cepa receptora, junto

con los marcadores de resistencia para los antibiéticos aminoglicdsidos.

Observando las enzimas producidas por los transfqrmantes, vemos que las
cepas SE 223S y SE 213S producen tnicamente la enzima bifuncior%él APH(2")+AAC(6").
Las correspéndientes cepas donadoras sintetizaban ademds de esta‘senzima, la nucleotidasa
ANT(4°)(4").! Estos resultados nos sugieren que esta enzima }Suede tener un origen
cromosémico ‘en gstos aislados, tal como lo mostraba la cepa SE 224 (112,191). Si
observamos la fotograffa 2, en la cepa SE 213S se observan dos pizismidos muy préximos:

al cromosoma, los cuales tienen unos pesos moleculares aproximados de 28,8 y 13 Md.

" Las estirpes SE 179S, SE 177S y SE 38S sintetizan las enzimas

APHQ2")+AAC(6") y APH(3’)-II{.tal como lo hacfan las cepas donadoras.

Observando la fotograffa 2, podemos ver que las cepas SE 179S y SE 177S
muestran un pldsmido de alto peso molecular (50 y 41,7 Md respé’ctivamente), transferido
por transformamdn Dichos pldsmidos parecen albergar los determmantes genétlcos que

codifican las enzimas APH(3 )-1II y APH2")+AAC(6).

T
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En la fotograffa 2, vemos que la estirpe transformada SE 38S muestra tres
pldsmidos de 17,3 Md, 6,02 Md y 3,8 Md, como la cepa donadora, al igual que ella posee

actividad APH(3’)-1lI y APH(2")+AAC(6’), ademds de las resistencias a C,CCyE.

La estirpe SE 142, muestra un pldsmido de bajo peso molecular de 3,5 Md,
y otro de alto peso molecular de 30,2 Md, muy préximo al cromosoma. La transformante
SE 142S, ha captado los mismos pldsmidos y exhibe el mismo patrén enzimdtico

APH(Z“)+AAC(6’), asf como la resistencia a TE, C, CC y E.

Por 1ltimo, la cepa SE 198 presenta dos pldsmidos de 45,7 Md y 11,5 Md,
y"las siguientes enzimas APH(3")-III, APH(2")+AAC(6’) y APH(3"). La cepa donadora,
SE 19 presenta estos dos pldsmidos y estas enzimas, ademds de la AAD(6) que no se ha
transferido, lo que nos sugiere un origen cromosémico.

3
A pesar de que la seleccién de las transformantes se efectud én placas de
BHA+TM, BHA+SM y BHA +NEO, no pudimos obtener transfdrmantes que expresaran

las distintas actividades enzimdticas por separado. Cuando una éstirpe posefa diferentes

enzimas, éstas se transmitfan en bloque. -
~ * Transferericia conjugativa de pldsmidos.-

La transformacién del ADN plasmidico, y las técnicas de curacién, son
complementarias' para comprébar si los determinahtes genéticos de la resistencia a
aminoglicésidos estdn localizados en pldsmidos 6 no; pero lo que re::'almente nos interesa, es
si estos pldsmidos tienen la propiedad de transmitir la resistencia a los aminoglicdsidos a

otras cepas sensibles. Este fendmeno se puede estudiar mediante la conjugacion.
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Fotografia 2.- Electroforesis de la extraccion de ADN plasmidico de las estirpes

senaladas.

abcdefghij kimnopgqrstuv

"'HJi‘;li“LQ' '.'“h_"

L]

: SE 223

: SE 213

: SE 179

G: SE 177

K:

U

: SE 142

SE 38

: SE 19

+ V=517

: SE 181

: SE 47

: SA 206

B: SE 223S

D: SE 213S

F: SE 1785

H: SE 1778

J: SE 1425

L: SE 38S

N: SE 195

P: SE 217

R: SE 66

T: SE 354

V: V-517

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



Para realizar los experimentos de conjugacién, empleamos como cepa

1}

receptora el Staphylococcus aureus ssp aureus de la Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo
n° 4146 NCIB 10819, que se caracteriza por ser resistente a la novobiocina y sensible a
todos los demds antibiSticos. Todos nuestros Staphylococcus resistentes, se mostraban

sensibles a la NB.

Una vez realizdbamos .la conjugacién, para conocer las fesistencias
transmitidas,‘x‘se hicieron antibiogramas y se determinaron las CMIs de los transconjugantes.
Los resultados se muestran en las tablas B y C (anexo), junto a los de las cepas ddnadoras.
Al igual que hicimos con las curadas y transformantes, a las estifpes transconjugantes las

denominamos con el nimero de identificacién de la estirpe donadora seguido de la letra T.

Para verificar que la cepa transconjugante no correspondfa a una’

contaminacidh, a vpesar del perfil de resistencia que mostraba, realizamos la identificacién
de las mismas mediante el sistema API-STAPH comprobando que ‘el biotipo de las estirpes

transconjugantes coincidfa con el de la cepa receptora, resistente a la NB.

A continuacién, para comprobar que los plésmidos‘ transmitidos codificaban
la sfntesis deA enzimas modificadoras de aminoglicésidos, realizamos la deteccién de las
mismas por el método radioenzimdtico en las cepas transconjugantes. S6lo utilizamos dos
6 tres aminoglicsidos para detectar la actividad enzimdtica. Estas se muestran en la tabla
L (anexo), cdnjuntamente con las detectadas en las cepas donador;fs y transformantes.

De los 16 S. epidermidis estudiados, 6 p;;tecfan tener plasmidds
conjugativos, eran las cepas SE 213T, SE 190T, SE 180T, SE 179T, SE 177T y SE 19T,

representando un 37,5% del total de los S. epidermidis. No obstzfnte, en los §. aureus el
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porcentaje fue mayor, mostrando 4 de los 6 S. aureus (SA 234T, SA 221T, SA 191T y SA
100T), pldsmidos conjugativds; es decir el 67% tenfan la propiedéd de transmitir genes de

resistencia a los aminoglicdsidos.

Intentamos realizar el proceso de conjugacién mediante la mezcla de cultivos
Ifquidos de la cepa donadora y receptora, pero sin pasarlos a través de un filtro de
membrana. NO obtuvimos ningin resultado segun este procedimiento. Sélo fue factible

mediante el paso de las células receptoras y donadoras a través de ﬁl_tros de nitrocelulosa.

El aumento de la densidad de las células en el filtro incrementaba la frecuencia de.

transferencia.

No obstante, la frecuencia de conjugacién, se vié aumentada atin mds, al
incubar los filtros directamente en las placas de agar de infusién cerebro y corazén que
contenfan el antibi6tico amindglicésido correspondiente y la novobiocina. Evans y Dyke
(52), explican este hecho, argumentando que la incubacidn del ﬁltfq en placas con ambos

antibidticos ayuda a seleccionar la formacién de transconjugantes "prematuros”.

* Laseleccion de las estirpes transconjugantes la real izamos en placas de BHA
que contenfm%NB+fM, para seleccionar las cepas productoras de APH(2")+AAC(6") y
ANT(®#4’)(4"); ‘en las placas de BHA con NB+NEO, crecerfan las cepas cdn actividad
APH(@3’)-11, fnientras qué en las placas de BHA con NB+SM, se detectarfan las cepas

productoras de APH(3") 6 bien de AAD(6).

\ . . -
Si comparamos las CMIs de los transconjugantes con las de las cepas
donadoras, en el caso de los S. epidermidis, no difieren excesivamente entre ambos grupos,

-aprecidndose en casi todos los casos un aumento en la CMI de los tr‘zinsconjugantes ala AN

§
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~y NET. Este incremento en los niveles de resistencia a la NET y AN en cepas

transconjugantes ha sido observado por otros autores (4).

| En el caso de las cepas de S. aureus la tendencia de las transconjugantes a
mostrar niveléS de resistencia mds altos, parece estar mds generaliiado. Es posible que en
el aislarhiento de lgs _cepas transconjugantes se haya producido una presién selectiva,
escogiendo la%forma mds eficaz de la enzima. Los valores de CMI no sélo dependen de la
afinidad y velocidad de inactivacién enzimdtica del antibidtico, sino también de la velocidad
de acumlilaci(;; por la célula entera (108). Puede ocurrir que en las estirpes transconjuga’ntes
la velocidad de entrada del antibidtico sea menor que la de inac;ivacidn, por lo que la

enzima inactivarfa todo el antibi6tico que entrase, lo que explicarfa la resistencia que

presentaran estas estirpes,

Para otros autores (105), el hecho de que las traﬁsconjugantes presenten
D) A

valores de CMI superiores a los de las cepas donadoras, puede ser el reflejo de las
diferencias de expresion del mismo gen en dos cepas distintas.

B

* Seguimos observando los valores de resistencia en las estirpes

transconjugantes, y vemos que todas se muestran sensibles a la SP (CMl< 80 pg/ml),

- excepto la ceﬁ"a SA 234T, que presenta una CMI: 128 pg/ml.

Las estirpes SE 213, SE 180 y SE 177, se mostrabariﬁinicialmente resistentes
a SP, pero esta resistencia no parecfa deberse a una inactivaci6n enzimdtica. El hecho de
poseer un tnico pldsmido, como ya veremos, y que sus respectivas transconjugantes sean

sensibles a dicho antibiético, apoya la hipétesis de que la resistencia puede estar ocasionada

por alteraciones 6 mutaciones de las protefnas ribosémicas, codificadas en el cromosoma
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bacteriano (15,58).

En el caso de la cepa SA 234, todo parece indicarnos, que la resistencia a
la SP se transmite por conjugacidn, y es posible que esté producida bor una AAD(3")(9) que
no pudiéramoS detectar por el método radioenzimitico, ni en la cepa donadora, ni en su

respectiva transconjugante SA 234T.

? En ningiin caso detectamos en las cepas transconjugantes enzimas que no
hubiéramos detectado previamente en las cepas donadoras.
\
* Si observamos en la tabla L (anexo) las cepas “donadoras que se han
conjugado, vemos.que se distinguen 4 patrones enzimdticos, entre ;]os que tenemos: cepas
proddctoras de APH(2")+AAC(6’) sin ningin otro tipo de activid“ad, donde encontramos

los aislados SA 234 y SA 221. Las cepas donadoras SE 213 y SE 180, presentan dos tipos

de enzimas, la bifuncional APH(2")+AAC(6’) y la adenilasa AI\%I‘"’T(4’)(4")‘. Otro patrén

hallado es el ¥b‘"que presentan las cepas SE 190, SE 179 y SE 177, donde se detectan las
enzimas APH(2")-FAAC(6’)‘y APH(3’)-1IL. Por iltimo, encontramos el patrén enzimdtico
APH(2")+AAC(6"), APH(3")-Ill y APH(3"), en las cepas SE 19, SA 191 y SA 100;

halldndose presente también la AAD(6) en la estirpe SE 19.

“ Estudiando las resistencias y actividades enzim4ticas, observamos que en las

estirpes con el patrén enzimdtico APH(2")+AAC(6’) y ANT(47)(4"), qﬁe corresponde a las

cepas SE 213 y SE 180, s6lo se transmitié las actividades correSbondientes a la enzima

bifuncional. El hecho de que la estirpe SE 180 posea un sélo pldsmido, tal como vemos en
; N ’ ‘

la fotograffa 3, y que éste se haya transmitido por conjugacion, parece indicarnos que los

determinantes genéticos que codifican la produccién de la adenilafsa ANT(@4’)(4") son de

I
i
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localizacién cromosémica, tal como hemos visto al estudiar la estirpe SE 224 y su derivada
curada SE 224C; y las transformantes SE 223§ y SE 213§ (112;191). No obstante, en
muchas ocasiones la enzima ANT(4°)(4"), se transfiere en el mist pldsmido junto con la
enzima bifuncional APH(2")+AAC(6’) (4,21,91,128). .

En las restantes cepas transconjugantes, se detecté el mismo patrén
enzim4tico que en las cepas donadoras. Asf tenemos que las estirpes SE 190T, SE 179T y
SE 177T preéentaban las- enzimas APH(2")+AAC(6’) y APH(3’)-1II, al igual que sus
respectivas donadoras. En la tabla 20, observamos los patrones enzimdticos encontrados en

~ las cepas transconjugantes y las resistencias adquiridas.

En el caso de las cepas SA 221 y SA 234, cedieron el pldsmido que codifica
la inica enzima que producfan, a la cepa receptora, mostrando las transconjugantes la

APH(2")+AAC(6’).

Las enzimas APH(3’)-1II, APH(3") y APH(2")+AAC(6 ), se detectaron en
las transconjugantes SA 191T, SA 100T y SE 19T. Estas actividades estaban presentes en
las cepas donadoras, encontréndose también la AAD(6) en la SE 19, que no se detectd en
la» transconjugante SE 19T. Tratdndose de una adenilasa puede que no hayamos podido
- detectarla en ;"’el' aislado SE 19T dado el cardcter 14bil de la misma, ¢ bien que el
determinante genético fuese de origen cromosémico, puesto que por fransformacién tampoco

* se transfiri6 esta enzima. No obstante, la resistencia a la SM, originada por la cepa SE 19T,

estd plénamenﬁe justificada por la produccién de la enzima fosforilasa APH(3") transmitida

a través de la conjugacidn.

Con la finalidad de caracterizar los pldsmidos bresentes en nuestros
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-

~ Tabla 20.- Patrones enzimiticos encontrados en las cepas transconjugantes y resistencias adquiridas por las mismas.-

PATRONES

‘CEPAS

RESISTENCIAS ADQUIRIDAS

PE,: APH(2")+AAC(6")

PE,: APH(2")+AAC(6")

APH( ")

PE.: APH(2"}+AAC(6")

APH(G")-II, APH(3")

SE 213T, SE 180T, SA 234T, SA 221T

SE 190T, SE 179T, SE 177T

SE 19T, SA 191T, SA 100T

GM, T™, KM, DKR, SIS, (AN), (NET), (ISE)

GM, TM. KM, DKB, NEOC, PM, RM, SIS, BT, LM, AN, NET, ISE

GM. TM. KM, DKB, SIS, NEO, PM, RM, BT, LM, SM, (AN), (NET), (ISE)

El paréntesis (), nos indica que algunas cepas han adquirido la resistencia a ese antibi6tico v otras no.
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Staphylococcus, hemos considerado el fenotipo de la cepa transconjugante como el del

pldsmido transferido.

En ningiin caso obtuvimos dos ¢ mds transconjugan;es a partir de una misma
| cepa donadoran, a pesar de que en la seleccién de las mismas, emi)leamos placas con los
- antibidticos adecuados para ese fin, tal como vimos anteriormente. Esto puede ser debido
a que no todos los pldsmidos tienen la capacidad para transmitirée por sf mismos. Sélo

poseen esta pr'é)piedad, los llamados pldsmidos conjugativos.

| Examinando de nuevo las resistencias en las estirpes transconjugantes (tabla
B (anexo)), observamos que en 4 o.casiones, las cepas SE 177T, SE 19T, SA 191T y SA
100T, han captado‘ junto con la resistencia a los distintos aminogliclisidos, la resistencia a
P y AM. Sirecordamos cuando comentamos los resultados referentes a la curacién, vefamos
que la cepa SE 177C, se mostraba sensible a P y AM, por lo due parece ser que el
determinante genético que codifica la.B-lactamasa que causa resisteﬁcia alaPse éncuentra
en el mismo pldsmido de resistencia a los aminoglicésidos, que ademds es conjugativo. En
laltransformaéién, pudimos demostrar que los transformantes SE 177S y SE 19S habfan
adquirido el plésmidolde resistencia a la P y AM. |

1
\

El resfo de las cepas transconjugantes no pareceh mostrar resistencia a.la P
y AM, a pesar"de queilas donadoras lo fueran. Parece ser que tras lé conjugacidn, las cepas
transconjugantes pueden perder la capacidad de producir B-lactamasas y pdr lo tanto pierden
- también la resistencia a la penicilina (213). Las estirpes SE 180, SE 179 y SE 177 que se
muestran resistentes a CC y E no transfieren esas resistencias a la cepa receptora, por lo que

las transconjugantes se muestran sensibles a los mismos.
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Archer y Johnston (4), describen pldsmidos conjugatiyos que codifican sélo
la produccién de antibiGticos aminoglicésidos, y no confieren resistencia a ningin otro

antimicrobiano. Hechos similares aparecen descritos a lo largo de la bibliogfaffa (55,64,91).

En otras ocasiones, se produce cotransferencia de rliarcadoreg de resistencia
a P junto con ia resistencia a GM (4,64,91); 6 bien de antibiticos macrélidos, cloranfenicol
y tetraciclina junto awla resistencia a los aminoglicésidos (52,55,128). Puede ser por
movilizacién de otros pldsmidos que albergan esos determinantes (55,128), 6 bien porque

se encuentren todos en el mismo pldsmido (128).

Es muy importante la difusién de pldsmidos conjugativos que cotransfieren
6 bien movilizan otros pldsmidos de resistencia, ya que el uso de un tipo de antibidtico
puede seleccionar la resistencia a otros. Cuando los genes de resistencia a los
aminoglicésidos y B-lactdmicos se encuentran en un mismo plésmido 6 transposén; aunque
los mecanismos de resistencia sean diferentes, se produce una resistencia cruzada.

Para completar el estudio, y tal como lo hemos C(;!mentado anteriormente,
realizamos la extraCci'dn del ADN plasmfdico y las electroforesis eﬁ geles de agarosa.

Analizamos cada estirpe donadora con su respectiva transconjugante.

La cepa SE 180 y su transconjugante SE 180T, presentan un sélo pldsmido
‘muy cerca déll cromosoma y de peso molecular 19,5 Md (fotograffa 2). La transconjugante
producfa la enziina bifuncional APH(2")+AAC(6’), pero no parecfa poseer actividad
ANT(4’)(4"),?’ que tal como hemos comentado repetidamente, pu"!diera tener localizacién

cromosémica.

229 .

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



Las cepas SA 234 y SA 221 mostraban un sélo pldsmido por encima del
cromosoma y de alto peso molecular (28,8 y 25 Md respectivamente), (fotograffa 5), y
siptetizaban nicamente la enzima bifuncional APH(2")+AAC(6’). Las respectivas

transconjugantes adquirieron ese pldsmido y mostraban esas actividades enzimiticas.

' Las eStirpes SE 190, SE 179 y SE 177 (fotograffa 4), presentaban dos tipos
de actividades, la APH(3’)-Ill y la APH(2")+AAC(6’) y un Sélb_'plﬁsmido de alto peso
molecular _(34;7, 50, 41,7 Md respectivamente). Las transconjugantes exhibfan las mismas

actividades que las donadoras y habfan adquirido el pldsmido de alto peso molecular.

El hecho de que estas enzimas se encuentren en el mismo pldsmido y tengan
la propiedad de transmitirse por conjugacién, ha sido observado por otros autores en

numerosas ocasiones (75,193,213).

:‘ La estirpe SE 213 (fotograffa 3), presenta dos plés;midos muy préximos al
cromosoma, de p>esos moleculares 28,8 Md y 13 Md. La cepa S];E?‘:213T, presenta ambos
pldsmidos, pe?o s6lo es capaz de producir la enzima APH(Z")+AA:C(6’). No se detect6 en
la transconjugante, la enzima ANT(#&)(4"). Esto puede ser debidb al cardcter 14bil de la
misma; 6 bien a que_en realidad los marcadores genéticos fueran de origen cromosémico,
como parec[a{'(;)currir en las cepas SE 224, SE 223 y SE 180. Este hecho nos pareci6 el mds

probable, deBido a que también la cepa transformante SE 2138,2‘ mostraba solamente la

enzima APH(2")+AAC(6).

" La cepa SA 191, presentaba tres pldsmidos de pesoé moleculares 21,37 Md,
4,57 Md y 2,88 Md, y producfa las enzimas APH(2")+AAC(6’), APH(3")-11l y APH(3").

La transconjugante SA 191T recibi6 los tres pldsmidos y exhibfa las mismas actividades
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‘enzimdticas, tal como vemos en la fotograffa 5.

La estirpe transconjugante SA 100T producfa las enzimas APH(3")-II,
APH(2")+AAC(6’) y- APH(3"), y al iéual que la cepa donadora,"pose(a cuatro pldsmidos

de pesos moleculares 18,2, 4,6, 2,8 y 1,9 Md (fotograffa 5). 5

El aislado SE 19, presentaba una gran .;cantidad de enzimas,
APH(2")+AAC(6’), APH(3"), APH(3’)-III y AAD(6), y dos plésrhidos de 45,7y 11,5 Md
de peso molecular, los cuales transfiri6 a la cepa receptora. La transconjugante mostraba las

siguientes enzimas: APH(2")+AAC(6’), APH(3’)-1Il y APH(3") (fotograffa 4).

‘En estos tres tltimos casos, en lés cepas SA 191, SA 100 y SE 19 no
~podemos establecer a qué pldsmido corresponde cada actividad enzbimzitica. Puede ser que
todos los plésmldos transferidos tengan propiedades conjugatlvas pero nos inclinamos a
pensar que el pldsmido conjugativo moviliza los otros plésmldos Esto es lo que sucede
generalmente‘ (55,64,128,194,198). Forbes y Schaberg (55) se cgestionaron el papel que
juega el pldsmido conjugativo en la movilizacién y cotrans%erencia de resistencia.
Observaron qhe un derivado curado de la cepa transconjugante que carecfa del plésrhido que
conferfa resistenciz; a la GM, era incapaz de transrhitir los otros pldsmidos mediante

conjugacion a una cepa receptora.

Otro hecho sorprendente, es que la actividad APH(Z")+AAC(6’) estd
presente en todos los transconjugantes. Esto nos hace pensar que el pldsmido donde reside
este tipo de actividad que causa resistencia a GM, es el que poseé los determinantes para

llevar a cabo el proceso de conjugacion (4,52,55,64,91,128,213). "
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Fotografia 3.- Electroforesis de la extraccién de ADN plasmidico de las estirpes
transconjugantes seialadas.
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A: SE 213

| B: SE 213T
C: SE 180
D: SE 180T

E: V-517
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Fotografia 4.- Electroforesis de la extraccion de ADN plasmidico de las estirpes

transconjugantes sefaladas.
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Fotografia S.- Electroforesis de la extraccién de ADN plasmidico de las estirpes
transconjugantes seiialadas.

A BCDEFGHIJ

A: V-517

B: SA 234
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F: SA 191
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- Estos plziSmidos son ficilmente identificables en las cepas SE 180, SE 179, .

SE 190, SE 177, SA 234 y SA 221. Sus pesos moleculares varfan desde 19,5 Md hasta 50
- Md, lo que estd en concordancia con lo observado por otros autores, quienes han detectado
pldsmidos conjugativos que confieren resistencia a GM, de alto peso molecular, tanto en

cepas de S. aureus como en S. epidermidis (4,55,64,91,128,213). B

Considerando los procesos de curacién, transformacién y
conjugacién en conjunto, podemos establecer que la resistencia a los antibidticos

aminoglicésid%s se localiz6 en pldsmidos en 11 de los 16 S. epidermidis y en 4 de los 6 S.

aureus. De las 11 cepas de S. epidermidis, 6 posefan pldsmidos conjugativos, mientras que -

los 4 S. aureus posefan pldsmidos con esta propiedad.

No pudimos demostrar en todas las cepas qué la resistencia a los

amirioglicésidé)s estaban codificadas por pldsmidos. Las estirpes SE 217, SE 181, SE 66, SE
" 47, SE 354, SA 206 y SA 17 no se conjugaron, ni transferieron su material genético por
transformacion, ni perdieron sus pldsmidos mediante los procedimientos empleados en la
curacién. A pesar de ello, realizamos una extraccién del ADN plasr;lfdi_co y realizamos una
‘electroforesis ‘fen gel de agarosa, donde pudimos observar que p(;Seen material genético

extracromos6mico, tal como se aprecia en la fotograffa 2..

Otros autores han observado frecuencias similares de pldsmidos conjugativos
entre los aislad‘os de S. epidermidis. Asf tenemos que Archer y col. (4) encontraron sélo tres
cepas de 10 5 epidermidis capaces de transmitir la resisten;:ia a GM por conjugacién.
Forbes y Schaberg (55), encontraron una frecuencia de 2 de 6 aislados de S. epidermidis con

esta propiedad. Zorbas y col. (213) observaron que sélo 9 §. eﬁidermidis posefan esta

propiedad.
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Esto parece indicar que los pldsmidos que muestran las estirpes antes
mencionadas carecen del gen tra implicado en los procesos de conjugacién, 6 bien son

pldsmidos conjugativos defectuosos (213).

Archer y col. (5) estudiando la prevalencia de pldsmidos cohjugativos en

distintos hospitales de Estados Unidos, encontraron que ésta era alta entre los S. aureus
resistentes a la GM y ME, siendo probablemente la causa de la diseminacién de la

resistencia a la GM entre los S. aureus a lo largo del pafs.

« No obstante, en Irlanda (174) y Australia (118), a pesar de que la
prevalencia de S. aureus resistentes a GM y ME es alta, la presencia de pldsmidos
conjugativos es infrecuente. La resistencia a GM puede estar codificada por un transposén

y fos genes encontrarse en el cromosoma 6 en pldsmidos no conjugativos.

La prevalencia de pldsmidos conjugativos observada por Archer y col. (5)
entre los aislad;s coagulasa negativos meticilfn resistentes fue bastanlf’e baja. Muchos autores
han sugerido que los estafilococos coagulasa negativos pueden servir ‘como reservorios de
genes de resistencia capaces de transferir los mismos y movilizar Bequeﬁos pldsmidos .de
resistencia me&iante conjugacion a cepas de S. aureus mds virulentas. La baja prevalencia
de estos plésinidos conjugativos entre la poblacién de Sraphyl&coccus_ estudiados no
contradice la hipétesis anterior. Los S. epidermidis estén sujetos a una presion
antimicrobianz; mayor que los S aureus, al formar parte de la flora normal de la piel.

Ademds la préValencia de un determinado gen no tendrfa que ser alta entre la poblacién de

microorganismos para servir como reservorio de genes capaces de transferirse (5).

En resumen, la transferencia de resistencia a antibiéticos tales como GM,

236

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



TM, KM, entre otros aminoglic6sidos mediante conjugacién in vitro, parece indicarnos que
determinadas cepas de S. aureus y S. epidermidis pueden servir como reservorios de genes
que codifican enzimas modificadoras de aminoglic6sidos y transferir las mismas a estirpes

mds virulentas, y con mayores implicaciones clfnicas.

P
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Tabla A.- Valores de CMI,, y CMI,, de las estirpes de Staphylococcus.-

~ ANTIBIOTICO CMI,(N°Cepas) CMI,,(N°Cepas) RANGO
2 (22) (36) 0,06-32

AM 4 (21) (36) 0,25-64
cX 1 (33) (40) 0,12-2
ME 4 (33) (40) 2-8
TIC 4 (27) (36) 1-64
FOX 2 (27) (39) 0,06-32
CID 4 (21) (39) 2-32
CXM 2 (33) (39) 0,5-32
20X 2 (32) (38) 0,12-64
CAZ 8 (34) (40) 1-16
CTX 2 (27) (37) 0,06-16
NOR 1 (32) (36) 0,25-64
CIP 0,12 (20) (36) 0,06-4
NA (25) (40) 16-512
IPM 0,06 (33) (38) 0,06-2
GM 4 (31) (36) 0,12-128
T™ 8 (34) (38) 0,12-512
DKB 4 (22) 16 (36) 0,12-512
AN 2 (30) 8 (36) 0,12-128
NET 2 (34) 4 (36) 0,06-32
ISE 2 (28) 8 (37) 0,06-16
VA 1 (28) 2 (40) 0,5 -2
TE 0,5 (26) 1 (36) 0,25-2
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Tabla A.- Valores de CMl,, y CMI,, de las estirpes de Staphyloébccus.- (Continuacion)

S. epidermidis

ANTIBIOTICO CMI,,(N°Cepas) CMI,, (N°Cepas) RANGO

P 4 (15) 32 (24) 0,12-64
AM 8 (16) 64 (25) 0,25-64
cX 8 (14) 64 (25) 0,12-64
ME . 32 (14) 64 (25) 1-64
TIC 16 (15) 64 (25) 1-64
FOX 2 (14) 16 (23) 0,06-32
cID 16 (22) 32 (25) 0,5-32
CXM 4 (16) 32 (25) 0,12-32
ZOX 16 (15) 64 (25) 0,06-64
CAZ 8 (17) 16 (23) . 2-32
CTX 4 (17) 16 (23) 0,06-32
NOR : 1 (15) 4 (23) 0,12-64
CIP ' 0,12  (17) 2 (23) 0,06-16
NA 64 (16) 512 (25) 16-512
IPM 0,12 (18) 1 (24) 0,06-2
GM 16 (16) 64 (25) 0,06-64
T™ - 64 (15) 512 (25) 0,06-512
DKB _ 16 (16) 32 (24) 0,25-64
AN ' 8 (16) ., 32 (25) 0,06-32
NET | 4 (14) 8 (25) 0,06-8
ISE . 8 (14) 16 (25) 0,25-16
VA 2. (19) 4 (25) 1-4
TE 2 (19) 4 (25) 0,25-4
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Tabla A.- Valores de CMI, y CMI,, de las estirpes de Staphylococcus.- (Continuacion)

Otros Staphylococcus

ANTIBIOTICO =~ CMI,(N°Cepas) CMI,,(N°Cepas) RANGO

P 0,5 (12) 8 (22) 0,06-64
AM 2 (14) 32 (22) 0,25-64
cX 1 (15) 16 (22) 0,06-64
ME 4 (14) 64 (24) 1-64
TIC 2 (12) 64 (24) 2-64
FOX 1 (13) 8 (22) 0,06-64
CciD 8 (16) 32 (22) 2-256
CXM 2 (12) 32 (22) 0,5-128
Z0X 4 (13) 32 (23) 0,06-256
CAZ 8 (19) 64 (23) 1-128
CTX 2 (15) 16 (22) 0,06-64
NOR 0,5 (12) 2 (23) - 0,25-8
CIP 0,12 (12) 1 (24) 0,06-1
NA 32 (15) 256 (23) 8-512
IPM . 0,06 (22) 0,06 (22) 0,06-0,5
GM 0,5. (12) 8 (23) 0,12-16
™ ' 2 (19) 16 (22) 0,12-64
DKB 4 (16) 8 (24) 0,25-8
AN 2 (20) 4 (23) 0,12-8
NET 1 (12) 4 (23) 0,06-8
ISE 1 (18) 2 (24) 0,06-2
VA ¢ 1 (16) 2 (22) 0,5-4
TE 0,5 (15) 1 (22) 0,25-2
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Tabla B.- Resuitados de los antibiogramas.-

ANTIBIOTICOS -

ESTIRPES

GM T™

g

DKB AN NET NEO SIS

SM

AM ME TE C CC VA E
SE 354 . S S R S R S R S S R R R S S S S R
SE 224 R R R R R S S R S R R R S S R S R
224C S R R S R S S S S R R R
SE 223 R R R R R S S R S R R R S S S S S .
2238 R R R R R I S R S S S S S S S S
SE 217 R R R R R S R R S R ‘R R S S R S R
SE 213 R R R R R S S R S R R R S S s S s
213T R R R R R S S R S S S S S S S S
. 2138 R R R R R S S R S S S S S .S S S
. SE 190 .R ..«R ~R 1 .S S R . R .S R, R R. S S S S S
190C S S S S S S S N S R R R .
190T R R R R R I R S S S s S S S S
S: Sensible R: R_esistente I: Intermedio
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Tabla B.- Resuitados de los antibiogramas.- (Continuacién)

ANTIBIOTICOS
ESTIRPES GM TM KM DKB AN NET NEO SIS SM P AM ME TE C CC VA E NB
SE 181 R ‘R R R . R S R R S R R S S S S S S
SE 180 R R R R R S S R S R R S S R S R S
180T R R R R R S S R S S S S S S S S R
SE 179 R R R R R S R R I R R S S R S R S
179T R R R R R R R R S S S S S S S S R
1798 R R R R R S R R S S S S S S S S R
SE 177 R R R R R S R R S R R S S R S R S
177C S S S S S S S S S S )
177T R R R R R S R R S R R S S S S S R
1778 R R R R R R R R S R R S S S S S R
SE 142 - -R:.  -R ~R R 1 1~ S~ R S~ R R° R R R’ S . R N
1428 R R R R R S S R - S S S R R R S R R
S: Sensible R: Resistente [: Intermedio
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Tabla B.- Resultados de los antibiogramas.- (Continuacién)

ANTIBIOTICOS

"ESTIRPES GM T™ KM DKB AN NET NEO SIS SM

AM ME TE

P C C VA E NB
SE 141 R R R R R S S R S R R R S S S S S S
141C S S S S S S S S S R R R
SE 66 R R R [ I S S R S R R R S S S S S S
SE 47 R R R R S S S R S R R R S S S S S S
SE 38 R R R R S S S R S R R R S R R S R S
38S. R R R R R S S R S S S S R R S R S
SE 19 R R R R S R R R R R R R S S S S S S
19T R R R R R R R R R R R S S S S S R
195 R R R R R R R R R R R S S S S S R
SA234 5 R- R ~ R . R .R R S . R - S S .S R S S S s S S
234T R R R R R S S R S S S S S S S S R.
S: Sensible R: Resistente [: Intermedio

'
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Tabla B.- Resultados de los antibiogramas.- (Continuacién)

~ ANTIBIOTICOS

GM T™ KM DKB AN NET NEO SIS SM P AM ME TE C CC VA E

SA 221 R R R R S S S R I R R S S S S S
21T R R R R S S R S S S S S S S S
SA 206 R R R R R R R R R R R S S S S S
SA 191 R R R R S S R R R R R S I S S R
191T R R R R R S R R R R R S S S s s
SA 100 R R R R R S R R R R R S S S S S
100T R R R R R I R R R R R S S S S S
SA 17 R R R R S S S R S R R S S S S S

S: Sensible

R: Resistente

I: Intermedio
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Tabla C.- CMIs de las cepas de Staphylococcus.-

CMI (pg/ml)
CEPA GM T KM DKB AN NET NEO PM RM SIS ISE APRA SM SP BT LM NB
SE 354 '0,25 0,12 >512 1 0,06 0,06 512 >512 >512 0,25 16 1 4 32 128 >512 0,06
SE 224 16 256 512 32 8 8 8 512 >512 256 8 0,5 1 >512 512 4 0,12
224C 4 256 256 16 1 2 8 512 >512 4 16 0,5 1 >512 512 4 0,06
SE 223 16 256 512 32 16 8 8 512 512 256 8 0,5 1 >512 256 4 0,25
223s 32 16 64 16 128 8 8 128 128 16 8 0,5 1 64 128 4 16
SE 217 32 256 >512 32 32 8 16 >512  >512 256 16 0,5 1 64 256 >512 0,25
SE 213 32 64 512 32 32 4 4 256 512 256 16 0,5 1 128 »>512 4 0,25
213T 64 64 256 32 128 8 4 128 128 16 32 1 1 64 64 4 16
2138 64 16 64 32 128 8 8 128 128 16 - 16 1 1 64 128 4 16
SE 190 16 16 >512 16 4 2 16 512 >512 128 4 0,5 1 64 128 512 0,12
190C 0,06 0,06 0,25 0,25 0,06 0,06 4 0,5 1 0,12 0,5 0,5 1 64 2 2 0,06
190T 16 16 512 16 16 4 16 128 128 16 32 1 1 64 32 16 16
SE 181 32 128 >512 16 32 8 16 >512  >512 256 16 0,5 1 64 256 >512 0,25
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Tabla C.- CMIs de las cepas de Staphylocaccus;- (Continuacién)

CMI (zg/ml)
CEPA GM ™ KM DKB AN NET NEO PM RM SIS ISE APRA M SP BT LM NB
SE 180 .32 512 >512 32 32 8 4 >512 >512 256 16 0,5 1 >512 512 8 0,25
180T 64 512 512 16 32 8 16 128 128 32 32 1 1 64 32 4 16
SE 179 64 128 >512 32 32 8 64 >512 >512 256 16 0,5 1 32 512  >512 0,12
179T 32 32 >512 16 128 16 32 128 128 16 16 1 1 32 64 64 16
1798 32 32 128 32 128 8 3 128 128 16 16 0,5 1 32 64 128 16
SE 177 64 64 >512 64 32 8 128 >512 >512 256 16 0,5 1 128 512 >512 0,12
177C 0,06 2 0,5 0,25 0,5 0,06 0,25 0,25 0,06 0,06 0,5 0,5 1 64 0,06 0,06 0,12
177T 64 256 >512 128 128 16 128 >512 >512 128 32 2 1 32 128  >512 16
177S 64 16 512 32 128 8 32 128 128 16 16 0,5 1 32 128  >512 16
SE 142 16 64 256 16 8 2 8 256 >512 64 8 0,5 1 32 512 8 0,12
142S 16 16 128 16 128 8 8 128 128 16 8 0,5 1 64 512 8 16
SE 141 16 256 512 16 8 2 8 512 >512 64 16 0,5 4 64 >512 4 0,12
141C- 0,06 0,06 10,25 1 0,06 0,25 2 1 0,12 0,5 1 4 32 4 2 0,06
SE 66 16 512 256 16 8 1 8 512 >512 32 16 0,5 1 64 >512 4 0,12
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Tabla C.- CMIs de las cepas de Staphylococcus.; (Continua&én) '

CMI (ug/ml)

" CEPA

GM

™

KM

‘DKB AN NET  NEO

PM RM SIS ISE APRA SM Sp BT LM NB
SE 47 32 32 512 32 8 8 4 128 256 128 4 0,5 1 64 64 2 0,12
SE 38 64 512 512 32 16 8 16 >512 >512 256 16 0,5 2 >512 >512 8 0,12
38S 16 16 64 - 16 16 1 2 64 16 16 16 0,5 1 64 >512 8 16
SE 19 32 32 >512 16 8 4 128 >512 >512 256 8 0,5 512 32 64 - >512 0,25
19T 16 16 >512 16 64 8 128 128 >512 16 32 16 512 64 64  >512 16
19sS 16 16 256 16 64 1 128 128 128 16 16 1 512 32 64  >512 16
SA 234 128 64 >512 128 16 8 0,12 2 512 512 8 2 4 128 4 4 0,25
234T >512 512  >512 >512 128 64 2 2 >512 >512 32 4 1 128 64 4 16
SA 221 16 32 128 16 2 1 4 64 64 32 4 4 2 256 16 2 0,25
221T 256 512 >512 256 64 8 4 >512 >512 128 32 4 1 64 64 4 16
SA 206 128 512 »512 512 128 32 256 >512 >512 >512 64 8 16 64 512  >512 0,25
SA 191 64 32 >512 32 16 8 256 >512 >512  >512 64 4 16 16 256 >512 0,25
191T 32 32 >512 128 32 8 512 >512 >512 16 32 2 16 32 32 128 16
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Tabla C.- CMIs de las cepas de Staphylococcus.- (Continuacion)

CMI (ug/ml)
CEPA GM ™ KM DKB AN NET NEO PM RM SIS ISE APRA SM SP BT LM - NB
SA 100 64 32 5512 32 16 8 512 >512 >512 128 16 4 16 16 512 >512 0,25
100T 32 32 >512 128 32 8 512 >512 >512 16 16 2 16 32 32 32 16
SA 17 32 16 256 16 4 4 1 2 512 64 4 4 - 4 16 4 4 0,12

SA CECT 0,12 0,06 1 0,5 0,06 0,06 0,5 0,5 4 0,25 0,5 2 2 16 2 2 16
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Tabla D.- Perfiles de fosforilasas.-

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS SE 354 SE 224 SE 223 ' SE217
GM 100 100 ' 100 86
™ E 28 38 59 51
KM | 25 49 22 231 128
;

DKB | 41 39 41 36
AN ﬁ 52 29 20 562 482
NET , 59 59 84 72
NEO 100 3 2 116 100
PM ' 79 320 275
RM 82 | 319 273
ISE — 55 16 21 336 289
BT ‘ .35 ' 584 498
LM 50 | | 644 553
SM 0 0 1 3 2

Los valores se han calculado considerando como 100% la actividad de la GM y de la NEO

en aquellas cepas que presentan la APH(3)-III.
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Tabla D.- Perfiles de fosforilasas.- (Continuacién)

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS S 213 SE 190 SE181 - SE 180
GM 100 100 197 100 79 100
™ : 44 37 72 43 34 34
KM : 50 109 215 224 177 66
DKB  aa . 33 65 16 13 52
AN 38 146 287 194 153 43
NET 56 70 138 187 148- 91
NEO | 2 51 100 127 100 7
PM ; | 105 207 286 226

RM 3 114 224 291 230

ISE 15 155 304 157 124 43
BT 46 89 156 123

IM | | 34 67 145 115

SM | 0 3 5 2 1 0

Los valores se han calculado considerando como 100% la actividad de la GM y de 1a NEO

en aquellas cepas que presentan la APH(3’)-IIL.
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Tabla D.- Perfiles de fosforilasas.- (Continuacién)

ESTIRPES
ANTIBIOTICOS SE 179 SE 177 SE 142 SE 141
GM 100 147 100 249 100 100
™ 28 41 -+ 26 66 16 21
KM 130 192 109 66 44 26
DKB 95 140 21 52 30 46
AN L 332 440 139 347 21 19
NET - 119 176 14 35 103 63
NEO - 68 100 40 100 1 2
PM | 242 357 245 610
RM 417 614 183 457
ISE & 191 282 181 452 19 37
BT : 71 104 25 61
M ) 72 106 26 65
SM 2 3 1 4 0 1

Los valores se han calculado considerando como 100% la actividad de la GM y de la NEO

en aquellas cepas que presentan la APH(3’)-11I.
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Tabla D.- Perfiles de fosforilasas.- (Continuacion)

ESTIRPES
ANTIBIOTICOS .SE 66 SE 47 SE 38  SE19
, . !
GM 100 100 100 557 100 109
T™ 35 40 75 421 - 16 17
KM . .45 : 59 89 449 174 189
DKB =~ 37 30 68 380 28 30
AN 41 35 73 409 253 275
NET - 33 | 39 145 806 106 116
NEO ] 4 1 18 100 92 100
| PM : 53 204 198 215
RM ‘ 17 94 194 211
ISE " 46 21 114 635 412 448
BT ' . 209 227
LM f A - 212 230
sM 1 0 0o 3 9 .10

Los valores se han calculado considerando como 100% la actividad de la GM y de la NEO

en aquellas cepas que presentan la APH(3’)-III.
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Tabla D.- Perfiles de fosforilasas.- (Continuaci(‘)n)

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS - SA 234 SA 221 SA 206 SA 191

GM 100 100 100 19 100 36
T™ 35 22 33 6 97 35
KM a0 34 842 163 704 243
DKB 40 35 28 5. 35 12
AN o 30 43 41 8 498 172
NET 71 70 37 7 62 21
NEO N 2 0 517 100 290 100
PM - | 694 134 377 130
RM 3 | 1062 205 472 163
ISE W 27 61 2339 451 1124 456
BT | 894 173 540 186
M f 896 173 523 180

SM 0 3 14 3 8 4

Los valores se han calculado considerando como 100% la actividaa de la GM y de 1a NEO

en aquellas cepas> que presentan 1a APH(3")-III.

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



Tabla D.- Perfiles de fosforilasas.- (Continuacién)

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS SA 100 SA 17
GM '\ 100 34 100
™ 72 25 40 -
KM 964 350 | 47
DKB | 50 17 38
AN | 1237 423 | ' 72
NET i | | 29 10 114
NEO - 292 100 12
PM | - 530 181

RM : 186 64

ISE ‘ 866 296 83
SM f 12 4 4

. 1
Los valores se han calculado considerando como 100% la actividad de la GM y de la NEO

en aquellas cepas que presentan la APH(3’)-III.
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’I";lbla E.- Perfiles de acetilasas.-

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS N SE 224 SE 223 SE 217 SE 213

GM 100 25 100 56 100 109 100 127
T™ | 561 141 204 116 199 219 146 185
KM 396 100 177 100 91 100 78 100
DKB 381 96 142 80 171 188 274 348
AN . 341 86 26 15 117 129 38 49
NET 134 34 96 54 89 98 148 188
NEO | 80 20 56 32 14 15 27 34
PM - 2 1 13 7 101 6 8
RM 325 82 188 106 123 135 296 376
SIS - 78 20 333 188 123 135 152 193
APRA | 2 0 32 1 1 0 o0
ISE | 162 41 192 108 120 132 241 307

¢
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Los valores se han calculado considerando las actividades de 1a GM y KM como 100%.
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Tabla E.- Perfiles de acetilasas.- (Continuacion)

ESTIRPES
ANTIBIOTICOS SE 190 SE 181 SE 180 SE 179
GM 100 62 100 309 1007126 100 88
™ 257 159 329 1018 575 727 270 239
KM 161 100 32 100 79 100 113 100
DKB 95 59 122 378 268 339 241 214
AN \ 116 72 88 272 263 332 234 207
NET 30 18 61 188 116 147 173 153
NEO _ 12 8 17 54 82 104 195 173
PM | 2 1 1 4 6 7 4 4
'RM 285 177 212 654 460 581 205 180
SIS " 92 57 197 607 178 225. 156 138
APRA | 11 1 2 0. o 0 0
ISE o 58 36 192 593 204 258 154 136

Lés valores se han calculado considerando las actividades de la GM y KM como 100%.
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Tabla E.- Perfiles de acetilasas.- (Continuacidén)

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS SE 177 SE 142 SE 141 SE 66

GM 100 87 100 34 100 41 100 32
™ 246 215 346 119 360 147 349 112
KM 114 100 291 100 245 100 312 100
DKB 214 187 196 67 168 69 136 44
AN 174 152 111 38 116 47 157 50
NET 176 154 44 15 53 22 38 12
NEO 143 125 62 21 83 34 59 19
PM 5 4 0 o0 1 0 1 o
RM 217 189 267 92 248 101 196 61
SIS 178 156 96 33 103 4; 73 23
APRA " 0o o0 0o 0 0o 0 0o o0
ISE 217 184 76 26 130 53 108 34
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Los valores se han calculado considerando las actividades de la GM y KM como 100%.




Tabla E.- Perfiles de acetilasas.- (Continuacién)

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS ~ SE 47 SE 38 SE19  SA234
GM 100 22 100 28 100 17 100 24
™ 364 79 226 64 949 163 436 105
KM 463 100 355 100 581 100 415 100
DKB v 218 47 79 22 312 53 369 89
AN ; 458 93 119 33 198 34 379 91
NET 58 13 18 52 103 18 163 39
NEO ‘ 6 8 21 6 85 15 76 18
PM 1 0 1 0 o o 5 4
RM 416 89 91 25 564 97 501 121
SIS 134 29 45 12 98 17 179 43
APRA 0o 0 1 0 2 o 4 1

| 42 50 14 102 18 234 56

ISE 189

Los valores se han calculado considerando las actividades de la GM y KM como 100%.
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Tabla E.- Perfiles de acétilas_as.— (Continuacion)
r

r
)
P

R

ESTIRPES
E

ANTIBIOTICOS SA 221 SA206  SA 191 SA 100 SA 17

M 100 33 100 20 100 18 100 23 100 19
™ 370 122 390 76 495 87 306 69 385 73
KM 304 100 513 100 569 100 443 100 592 100
DKB 112 37 125 24 264 46 209 47 238 45
AN . 129 42 301 59 237 42 146 33 215 41
NET 43 14 95 19 61 11 32 7 34 7
NEO 58 19 72 14 34 6 66 15 61 11
PM 17. 6 2 0 g8 1 9 2 8 1
RM . 330 108 435 85 456 80 174 39 377 71
SIS 78 26 176 34 133 23 96 22 97 18
APRA TR 6 1 12 2 11 2 10 2
ISE 56 18 141 27 70 12 59 13 01 17

Los valores se han calculado considerando las actividades de la G

I\:I y KM como 100%.

18}

o
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Tabla F.- Perfiles de nucleoﬁdasas.-

@

| ESTIRPES
ANTIBIOTICOS  SE 224 SE 223 SE 213 SE 180
GM 14 17 17 16
T™ 100 100 100 100
KM 187 94 83 107
DKB 35 58 56 89
aN 96 109 126 88
NEO 90 - 83 68 94
RM 225 99 99 89
ISE 172 120 107 109
SM 0 0 0 0
SP ” 0 0 0 0

Los valores se han calculado considerando la actividad de 1a TM como 100%.
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Tabla G.- CMIs (en pg/ml) de las cepas de Staphylococcus inducidas con NET.-

ANTIBIOTICOS
CEPAS GM ™ AN ISE NET
SE 2241 256 >512 512 512 >512
SE 2231 512 >512 512 128 >512
SE 2171 128 >512 64 128 >512
SE 2131 128 256 64 128 >512
SE 1901 128 128 256 32 >512
SE 1811 128 512 64 32 >512
SE 1801 64 >512 64 512 >512
SE 1791 256 512 256 128 >512
SE 1771 256 512 128 - 32 >512
SE 1421 128 512 512 32 >512
SE 141X 128 '>512 512 512 >512
SE 661 128 >512 512 32 >512
SE 471 256 >512 512 512 >512
SE 381 128 >512 512 32 >512
SE 191 256 128 512 32 >512
SA 2341 512 >512 >512 32 >512
SA 221I 256 128 >512 128 >512
SA 2061 512 >512 >512 512 >512
SA 1911 512 >512 >512 512 >512
SA 1001 512 >512 >512 512 >512
SA 171 256 128 >512 16 >512
SE 177CI 16 16 8 8 16
SE 141CI 2 0,06 8 0,5 8
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Tabla H.- Resultado de los antibiogramas de las cepas inducidas con NET.-

ESTIRPES
ANTIBIOTICOS SE 2241 SE 1801 SE 1411
GM 0,0 R 0,0 R 0,0 R
™ | ~0,0R 0,0 R 0,0 R
KM o,d R 0,0 R 0,0 R
DKB 0,0 R 0,0 R 0,0 R
AN 0,0 R 0,0 R, 0,0 R
NET 0,0 R 0,0 R 0,0 R
NEO ' 19,5 S 19,2 S 20,5 S
SIS 0,0 R 0,0 R 0,0 R
SM ‘ 22,0 S ' 22,4 S 20,5 S
P 0,0 R 0,0 R ) 0,0 R
TE i 32,5 S 27,5 S 36,0 S
c 30,5 S 32,0 S 32,2 S
cc 0,0 R 33,5 S 32,0 S
VA 23,0 S 21,0 S 23,5 S
E 0,0 R 36,0 S 33,0 S

S: Sensible R Resistente I: Ihtermedio
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Tabla H.- Resultado de los antibiogramas de las cepas inducidas con NET.-

(Continuacién)
ESTIRPES

ANTIBIOTICOS' SA 1911 SE 177CI SE 141CI
GM | 0,0 R 10,0 R 26,0 S
T™ o 0,0 R 10,0 R 28,0 8
KM \ 0,0 R 14,0 I 25,0 §
DKB 0,0 R 15,0 S 29,0 S
AN 0,0 R 16,0 S . 22,0 S
NET | 0,0 R 16,0 S 29,0 S
NEO 0,0 R 19,5 § 34,0 S
SIS | 0,0 R 20,0 S 26,0 S
SM 11,5 R 24,2 S 23,7 S
P ) 0,0 R 0,0 R 0,0 R
TE 36,3 S 31,0 S 38,0 S
c 14,2 I 35,5 S 36,0 S
cc 38,4 S 30,5 S 30,0 S
VA 26,0 S 25,0 S 27,0 S
E | 0,0 R 36,0 S 36,0 S

S: Sensible R: Resistente I: Intermedio
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Tabla I.- Perfiles enzim4ticos de las cepas inducidas.-

@

]

FOSFORILASAS (CPM - % APROX.) ~

ANTIBIOTICOS SE 224 SE 2241 SE 180 SE 1801

GM 3277 100 20402 100 6556 100 47917 100
T™ 1909 58 18709 91 1563 24 14359 30
KM 3445 75 22320 109 1302 20 21760 45
DKB 2256 69 16175 79 1318 20 18451 32
AN | 1738 53 13430 66 1750 26 5766 12
NET 3340 102 20041 98 826 13 15165 32
NEO 1909 58 17110 84 131 2 677 2
ISE 1623 50 8117 40 2396 36 5000 10
SM 77 2 415 2 45 120 0
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Tabla L.- Perfiles enzimdticos de las cepas inducidas.- (Continuaci6n)

FOSFORILASAS (CPM - % APROX.)

ANTIBIOTICOS SE 141 SE 1411 SA 191 SA 1911

GM 5112 100 16962 100 2209 100 9282 100
?M 819 16 5788 34 2646 119 7169 77
KM 2532 48 9976 59 9012 408 15618 168
DKB 1184 23 6350 37 530 24 3687 39'
AN 1277 25 4249 25 7876 %56 100é7 109
NET 5235 102 17369 102 1809 82 5111 55
NEO 278 5 186 1 6204 281 5914 63
ISE 1406 28 4410 26 8767 397 10887 117
SM 24 0 55 0 410 18 1093 12
PM 10545 477_ 7991 86
RM 10247 ;64 10802 116
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Tabla 1.- Perfiles eniimﬁticos de las cepas inducidas.- (Continuacion)

ACETILASAS (CPM - % APROX)

ANTIBIOTICOS SE 224 SE 2241 SE 180 SE 1801

GM 4953 100 9169 100 13205 100 11835 100
TM 12589 260 28875 281 21249 161 21860‘185
KM 9726 196 47563 517 12804 97 10098 85
DKB 4406 89 20947 228 28965 219 24990 211
AN 2681 54 20690 225 28210 214 11120 95
NET 1276 26 8393 92 16891 128 15212 128
NEO 1251 25 6884 75 21065 159 13065 110
PM - 83 2 141 2 357 3 332 3
RM 1811 36 49414 539 19672 149 23051 185
SIS 1589 32 11585 126 20635 156 19349 163
APRA 43 1 138 2 90 1 118 1
ISE 2536 51 14462 158 15249-1i5 19857 168

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



Tabla I.- Perfiles enzimdticos de las cepas inducidas.- (Continuacion)

ACETILASAS (CPM - % APROX.)

ANTIBIOTICOS  SE 141 SE 1411 SA 191 SA 1911

GM 2980 100 6895 100 4135 100 10613 100
T™ 10752 361 22104 320 20496 495 40866 385
KM 7302 245 9336 135 23534 569 44058 415
DKB 5020 186 10738 156 10935 264 36565 344
AN 3465 116 5750 83 9786 237 50780 478
NET ' 1581 53 3221 47 2505 61 20430 192
NEO 2472 83 2659 38 1410 34 27294 257
PM 14 0 91 2 331 8 507 5
RM 7397 248 13486 195 18860 456 54490 513
SIS 3061 103 6685 97 5507 133 24562 231
APRA 4 0 "70 1 488 12 404 4
ISE, 35@7 130 7397 107 2903 70 42167 397
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Tabla J.- Actividades especificas de las cepas inducidas comparadas con las cepas

originales.-
4

FOSFORILASAS
ANTIBIOTICOS SE 224 SE 2241 ' SE 180 SE 1801
GM 117 728 193 1996
™ . : 68 668 46 598
KM 87 797 38 768
DKB VR 81 577 . 38 906
AN 62 480 51 240
NET 119 715 24 631
NEO , 68 611
ISE 58 290 | 70 208

L
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\
Tabla J.- Actividades especificas de las cepas inducidas comparadas con las cepas

originales.- (Continuacién)

FOSFORILASAS
ANTIBIOTICOS  SE 141 SE 1411 SA191  SA 1911
GM 176 1285 76 331
™ 28 438 88 256
KM 84 755 300 557
DKB | 41 481 26 131
AN {' 44 322 262 360
NET 180 1316 60 182
NEO | 206 211
1SE 48 334 292 388
SM 14 39
PM | ' 351 285

RM ' ' | 341 - 385
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" Tabla J.- Actividades especificas de las cepas inducidas comparadas con las cepas

originales.- (Continuacién)

FOSFORILASAS
ANTIBIOTICOS  SE 177C 'SE 177C1 SE 141C SE 141CI
GM 20 21 7 2
NEO 19 20 9 13
- SM 14 17 4 4
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Tabla J.- Actividades especificas de las cepas inducidas comparadas con las cepas .

originales.- (Continuacién)

ACETILASAS
ANTIBIOTICOS  SE 224 SE 2241 SE 180 SE 1801
GM - 295 566 734 1138
™ | : 749 1782 1181 2102
KM . 579 2936 711 971
DKB ‘ 262 1293 1606 2403
AN g 160 1278 1567 1079
JET | 76 518 938 1463
NEO 75 425 1170 1256
RM . 108 3050 1093 2216

SIS 95 732 1146 1860

ISE ' 151 893 847 1909
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Tabla J.- Actividades especificas de las cepas inducidas comparadas con las cepas

originales.- (Continuacion)

'ACETILASAS
ANTIBIOTICOS . SE 141 'SE 1411 SA 191 SA 1911
GM 142 379 191 680
™ 512 1215 949 2620
KM 348 513 1090 2824
DKB 239 590 506 2344
AN 165 316 453 3341
NET 75 177 116 1310
NEO " 118 146 65 1796
RM 352 741 873 3585
SIS 146 378 255 1616
ISE 185 406 134 2774

oo
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Tabla J.- Actividades especificas de las cepas inducidas comparadas con las cepasb"

originales.- (Continuacién)

ACETILASAS
ANTIBIOTICOS  SE 177C SE 177CI SE 141é SE 141CI
GM 7 13 4 11
™ 7 20 6 .2
KM 4 8 7 9
£

anaria. Biblioteca Digital, 2003

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Tabla J.- Actividades especificas de las cepas inducidas comparadas con las cepas

originales.- (Continuacion)

ADENILASAS
ANTIBIOTICOS SE 224 SE 2241 SE180 SE 1801

™ | | 36 26 57 40
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Tabla K.- Perfiles de sustrato y actividad especifica (A,) de las cepas SE 354 y SE 3541.-

FOSFORILASAS
ANTIBIOTICOS SE 354 SE 3541
CPM % A, CPM % A,
KM 930 25 47 22508 116 703
AN 1932 52 97 13801 71 431
NEO : 3694 10 184 19300 100 603
ISE 2033 55 101 24249 125 757

PM . 2934 79 146 31403 162 981
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Tabla L.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades detectadas en las

transconjugantes y transformantes.-

CEPA N°

ENZIMAS

SE 354
SE 224

SE 223

2238
SE 217
SE 213

213T

2138

SE 190

190T
SE 181

SE 180

180T

'APH(@3")-ILL

APH(2")+AAC(6?)

APH(2")+AAC(6’)

APH(2")+AAC(6")
APH(2")+AAC(6")
APH(2")+AAC(6")
APH(2")+AAC(6")

APH(2")+AAC(6’)

APH(Q2")+AAC(6’)

APHQ2")+AAC(6)

APH(2")+AAC(6")

APH(2")+AAC(6’)

APH(2")+AAC(6’)

ANT@#)(4")

ANT@7)(4")

APH(3")-IL

ANT(4’)(4")

APH(3)-III

APH(3)-1II
APH(3)-III

ANT@4’)(4 'i.)
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Tabla L.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades detectadas en las

transconjugantes 'y transformantes.- (Continuacién)

CEPA N° ENZIMAS
1
SE 179 APH(2")+AAC(6’) APH(3’)-1lI
179T APH(2")+AAC(6’) APH(3)-III
1798 APH(2")+AAC(6’) = APH(3)-lll
i
SE 177 APH(2")+AAC(6") APH(3")-l1
177T APHQ2")+AAC(6’)  APH(3)-II
1778 APH(@Z2")+AAC(6’)  APH(3’)-HI
SE 142 APH(2")+AAC(6’)
1428 APH(2")+AAC(6")
SE 141 APH(2")+AAC(6) »
]
SE 66 APH(2")+AAC(6) (
SE 47 APH(2")+AAC(6)
;
SE 38 APHQ2")+AAC(6’)  APH(3)-1II
- 388 "APHQ2")+AAC(6’) APH(3)-II
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Tabla L.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades detectadas en las

transconjugantes y transformantes.- (Continuacién)

" CEPA N°

ENZIMAS

SE 19

19T

198

SA 234

- 234T

SA 221

221T

SA 206

SA 191

191T

SA 100

100T

SA 17

APH(2")+AAC(6") APH(3))-III APH(3")
AAD(6)
APH(2")+AAC(6") APH(G")-IIl APH(3")

APH(2")+AAC(6’) APH3')-IIl APH(3")

APH(2")+AAC(6’)

APH(Q2")+AAC(6’)

APH(2")+AAC(6’)

APH(2")+AAC(6")

'APH(2")+AAC(6") APH(3’)-Ill APH(3")

@
o

APH(2")+ AAC(6’) APH(3’)-1ll APH@3")

APH(2")+AAC(6’) APH(3’)-1Il APH(3")

A

APH(2")+AAC(6’) APH(3')-III APH(3")

APH(Q2")+AAC(6’) APH(3’)-1II APH(3")

APH(2")+AAC(6")
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CONCLUSIONES.- Hemos realizado un estudio sobre un conjunto de Staphylococcus

procedentes del Hospital Insular, escogiendo entre ellos, los que presentan resistencia a uno
6 mds aminoglic(gsidos. En estos aislados, hemos estudiado las enzimas modificadoras de
aminoglicdsidos presentes, asf como la resistencia que originan y su codificacién ‘genética,
llegandb a las siguientes conclusiones:
» :
1.- Los antibidticos mds eficaces.in vitro sobre los Staphylococcus del Hospital

Insular, son la CIP, NOR, VA, IPM, TE y NET.

2.- La deteccion de Staphylococcus resistentes a ME y CX, se vio potenciada con

el empleo de agar Mueller-Hinton suplementado con cationes y cloruro sédico, ademds de
una incubacién a 30° C durante 24 horas, excepto para los §. epi:dermidis que fue de 48
b ; ‘

4
horas.

3.- Todos los Staphylococcus resistentes a los aminoglicésidos, posefan la

LN

propiedad de ser resistentes a la meticilina y producfan 8-lactamasas.

“
!

4.- De los 16 Staphylococcus epidermidis tesistentes a los aminoglicésidos, 12

producfah el golisacérido extracelular denominado limo 6 "slime".

5.- Todos los Staphylococcus resistentes a los aminoglicésidos producfan enzimas

modificadoras de aminoglicdsidos.

| _
6.- Las enzimas nucleotidasas s6lo se detectaron mediante una modificacién del

ensayo enzimdtico, que inclufa un tiempo de incubacién de 180’ y 32° C de temperatura.

281

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



7.- En nuestro estudio, las enzimas modificadoras que causan resistencia a los

aminoglicésidos en las cepas de Staphylococcus son APH(2")+AAC(6), ANT(4")(4"),

APH(3’)-II, :APH(3") y AAD(6).

8.-La e.nzima> APH(3’)-1II produce un alto grado de modificacién para la ISE,

# v '
mayor que el producido por la APH(2")+AAC(6’), que tambi¢n la modifica.

9.- La ISE también es modificada por la ANT(4°)(4").

\

10.-"La combinacién de varias enzimas modificadoras originan patrones de

multirresistencia importante. La combinacién mds frecuente es la APH2")+AAC(6’) +

APH(3’)-Ill que causa resistencia a GM, TM, KM, DKB, NEO, PM, RM y SIS, y en

algunas ocasiones a NET, AN e ISE. '

11.- No siempre la produccién de una enzima modificadora de aminoglicésidos
implica resisténcia a estos antibidticos.
i
12.- En las estirpes de Staphylococcus productoras de enzimas modificadoras de

aminoglic6sidos, pero sensibles a AN y NET, se consigui6 la expresion de resistencia estable

a los mismos, tras sucesivos pases en medio con dichos antibiéticos.

13.- En estas cepas inducidas se produce un aumento en las CMIs de

aminoglicésidos tales como GM, TM, AN e ISE.

A
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14.- iin los aislados de Staphylococcus inducidos con NET'se apreci6 una actividad

especifica (A’,) (entendida. como la relacién entre CPM/mg protefnas totales)

significativamente mayor que en los aislados iniciales u originales para las actividades

enzimdticas para las cuales la NET era sustrato.

15.- A pesar de que las 22 estirpes de Staphylococcus estudiados contenfan
plésmidos, sélo en 15 cepas pudimos comprobar que se trataban de pldsmidos de resistencia
a aminoglicésidos. =

16.- La enzirﬁa ANT(4°)(4") parecfa tener una localizacién cromosémica en los

aislados SE 2?;4, SE 223, SE 213y SE 180. ;
17.- El contacto célula a célula parecfa ser un requerimiento absoluto para que
Jz{. 3
tuviera lugar la transferencia conjugativa de pldsmidos. Ademds la frecuencia de conjugacién
se vio incrementada al incubar los filtros en placas de agar infusién de cerebro y corazén
con los antibibticos adecuados.

!

18.- %ia conjugacién se produjo en todos los Staphylococcus aureus cuyos pldsmidos

codificaban enzimas modificadoras de aminoglicésidos. S6lo 6 Staphylococcus epidermidis

posefan pldsmidos conjugativos.

19.- Todos los pldsmidos conjugativos parecfan codificar la enzima bifuncional

&

APH(2")+AAC(6).
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20.- Los pldsmidos que posefan la capacidad de transmitirse tenfan un peso

molecular que variaba de 19,5 a 50 Md.

21.- Los genes que codifican las enzimas modificadoras de aminoglicésidos en los

Staphylococcus estudiados se localizan en una poblacion de pldsmidos cuyos pesos

~moleculares van desde 1,74 a 50 Md.

it
LR
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