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INTRODUCCION.-

Durante méas de dos décadas (1960-1980) los antibiodticos
aminoglicésidos han sido el arma mas importante contra las cada vez mas
frecuentes infecciones por Enterobacterias y Pseudomonas. A partir de 1980
la introduccién de nuevos B~lactamicos obligd a reconsiderar el papel
terapeutico que en el futuro deberian jugar los aminoglicésidos. Sin
embargo, el rapido desarrollo de resistencia a B-lactamicos, incluso a la
cefalosporinas de 3% generacion, asi como la eficacia de la utilizacién de
los aminoglicésidos en medios hospitalarios y en las terapias de combinacién

han preservado la importancia de su papel terapeutico.

Los mayores inconvenientes de estos antibidticos son su escasa
reactividad intrinseca, su toxicidad y el desarrollo de resistencia a estos

antibiodticos.

La constante exposiciéon de la flora bacteriana en el hombre y
en animales a los antibiéticos ha favorecido la seleccién de organismos
resistentes y su diseminaciéon en la poblacién humana. Entre los diferentes
tipos de vresistencia a los aminoglicésidos, la modificacién enzimatica
parece ser el mas importante desde el punto de vista clinico. l.os mecanismos
bioquimicos de modificacién enzimatica son de tres clases: N-acetilacién,
O-nucleotidilacién 'y O-fosforilacién. Los enzimas acetilasas catalizan la
transferencia de acetato de la acetil-coenzima A a un grupo amino del
antibiético. La  O-nucleotidilacién consiste en utilizar trifosfato de
adenosina u otros nucleétidos como sustratos para modificar grupos

hidroxilos de los aminoglicosidos. Las fosforilasas catalizan la

A
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transferencia de un grupo fosforilo a un hidroxilo diana.

Hasta 1983 la mayoria de la resistencia a los aminoglicdsidos
se debia a la presencia de un enzima sélo. Sin embargo, los datos de
investigaciones recientes demuestran que las combinaciones de los enzimas
modificadores son cada vez mas frecuentes (122). Los patrones enzimaticos
pueden ser diferentes de unos paises a otros y dependen principalmente de la

politica de antibiéticos (95).

lLos genes que codifican a estos enzimas modificadores son
fundamentalmente plasmidicos y en muchos casos constituyen un importante
problema clinico ya que pueden ser responsables de grandes epidemias

nosocomiales de organismos resistentes (99).

Cada vez con mayor frecuencia la resistencia a los
aminoglicdésidos se encuentra asociada a la de otros antibidéticos como
B-lactamicos (69), tetraciclinas (154), sulfamidas (28), ..., en plasmidos
de multirresistencias. Esto es importante porque el uso de un tipo de

antibidticos puede seleccionar la resistencia a otro, aunque los mecanismos

sean diferentes.

Por todo esto consideramos de interés escoger una poblacion de
Enterobacterias procedentes de muestras clinicas del Hospital Insular,
resistentes a uno 6 mas aminoglicosidos, identificar los diferentes enzimas
modificadores que causan resistencias a estos antibiéticos, determinar los
patrones enzimaticos, caracterizar los plasmidos que codifican a estos enzi-

mas y especificar los patrones de resistencias que contienen y transfieren.
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1.-TAXONOMIA.-

En este estudio hemos elegido aislados clinicos de cepas de la

Familia Enterobacteriaceae.

Las Enterobacteriaceae 6 enterobacterias constituyen una amplia
familia de bacilos gram-negativos que son huéspedes habituales del intestino
del hombre y de los animales, y que en ocasiones pueden intervenir en
procesos patdgenos intra 6 extraintestinales. Su importancia médica y
econdémica, asi como el rapido tiempo de generacion, la habilidad para crecer
en medios definidos y la facilidad de manipulacién genética las hace el

objeto de intensos estudios de laboratorio.

1.1.- CARACTERISTICAS GENERALES (14,146).-

Las enterobacterias se definen como bacilos rectos gram-
negativos de 0.3-1.0um de ancho por 1.0-6.0um de largo, con extremidades
redondeadas. Pueden ser moéviles por flagelos peritricos, excepto Tatumella,

6 no mdviles. No forman esporas ¢ microquistes.

1.1.1.- Propiedades bioquimicas:

Las enterobacterias son aerobias y anaerobias facultativas. No
son acido-alcohol resistentes. Crecen bién en medios de peptona, extracto de
carne y MacConkey. Algunas crecen con D-glucosa como tnica fuente de
carbono. Otras requieren vitaminas y/6 aminodcidos. Son quimiorganotrofas
con metabolismo respiratorio y fermentativo. No son haléfilas, no necesitan

ni favorece su crecimiento e! NaCl. Producen acido y, generalemente, gas
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durante la fermentacién de la D-glucosa, otros carbohidratos y alcoholes
polihidroxilicos. Son catalasa-positivas excepto Shygella dysenteriae O
grupo 1, y oxidasa negativas. Reducen los nitratos a nitritos excepto
algunas estirpes de Erwinia y Yersinia. El contenido de Guanina-Citosina

(G+C) de su ADN oscila entre 38 y 60 moles%.

Estas caracteristicas sirven para diferenciar a los miembros de
la Familia FEnterobacteriaceae de otros bacilos gram-negativos, de las

Familias Vibrionaceae, Pasteurellaceae y Pseudomonaceae (tabla 1).

La familia Vibrionaceae estd constituida por bacilos curvos con
flagelacion polar, aerobios y anaerobios facultativos que son oxidasa-~

positivos y descomponen la glucosa por fermentacion.

Los miembros de la familia Pasteurellaceae son oxidasa-~

positivos y requieren fuentes de nitrdégeno organico.

La familia Pseudomonaceae consta de bacilos moéviles con un
flagelo polar, aerobios estrictos, oxidasa~positivos y que |utilizan Ila

glucosa por oxidacién.

1.1.2.— Estructura antigénica:

Las enterobacterias pueden presentar diversos antigenos
(figura-1):

Antigeno somatico 6 antigeno O: La pared celular de las
bacterias gram-negativas estd formada por una capa fina de peptidoglicano

recubierta de una gruesa capa de lipopolisacirido. Los lipopolisacaridos de
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TABLA-1.- Algunas diferencias caracteristicas de Enterobacteriaceaes con algunas familias relacionadas.
Enterobacteriaceae Vibrionaceae Pasteurellaceae Pseudomonaceae

Diametro celular um 0.3-1.5 0.3-1.3 0.2-0.3

Bacilos rectos + D +

Bacilos curvos - D -

Movilidad D + - +

Oxidasa - + + +

Requerimiento de una - - +

fuente de nitrégeno

Metabolismo Ferment. Ferment. Ferment. Oxidativo

itn realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008

0, los autores. Digitali

©Del



FIGURA-1.- Antigenos de las Enterobacterias:

a) antigeno O
b)  antigeno H
c) antigeno K
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la membrana externa estan constituido por tres regiones.

La fraccién mas interna se denomina Lipido A y corresponde a la

endotoxina.

La fraccién central esta compuesta por oligosacaridos y acido
ketodesoximanulosanténico(KDO). Al ser comin en la mayoria de los bacilos

gram-negativos explica la existencia de reacciones cruzadas.

[.La fraccién externa la constituyen cadenas terminales de
monosacdaridos conocidos también como cadenas del lado O. Son variables y

responsables de la especificidad.

El antigeno O corresponde a las fracciones central y externa, y

es termoestable.

Antigeno capsular ¢é antigeno K: Algunas especies de
enterobacterias pueden presentar ademas de la membrana plasmatica y la pared
celular otra capa de mucopolisacaridos, ya sea en forma de céapsulas bien
definidas 6 de una fina capa mucosa. En esta capa se encuentran antigenos
superficiales & antigenos K de naturaleza polisacdrida. También existen
antigenos capsulares de naturaleza proteica en las cepas con pili o

fimbrias, que intervienen en la capacidad de adherencia.

Antigeno flagelar o antigeno H: Las cepas modviles presentan
antigenos flagelares protéicos y termolabiles, de importancia en Ila

clasificacién en serotipos.
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1.2.- CLASIFICACION (14,93,146).-
La clasificacién de las Enterobacterias en tribus, géneros y

especies se efectua fundamentalmente por sus propiedades bioquimicas.

1.2.1.- Propiedades bioquimicas utilizadas para la clasificacién:

Las principales pruebas bioquimicas que se estudian para la
clasificacién son: produccién de indol, de gas y de &acido cuando fermenta la
glucosa, de sulfuro de hidrégeno (H2S); utilizaciéon de citrato y malonato
como fuentes de carbono; movilidad; licuacién de la gelatina; fermentacién
butilenglicolica  (Voges-Proskauer), fermentacion  &acido-mixta (rojo de
metilo); crecimiento en presencia de cianuro potdsico (CNK); produccién de
enzimas como ADNasa, Ureasa, Lisina-descarboxilasa (LDC), Fenilalanina-
desaminasa, B-galactosidasa, Ornitina~descarboxilasa (0ODC), Arginina-
dihidrolasa (ADH); fermentacién de azicares como glucosa, adonitol, saca-
rosa, lactosa, manitol, melobiosa, rafinosa, ramnosa, salicina, sorbitol,

trealosa, xilosa, dulcitol, inositol, arabinosa, maltosa y celobiosa.

La identificacién bioquimica puede confirmarse y proseguirse
mas adelante mediante analisis de los antigenos O, K y H, que permiten

determinar los serotipos.

1.2.2.- Clasificacién:

Con el paso de los aflos, muchos taxonomistas con ideas
distintas han intervenido en la clasificacién de la familia
Enterobacteriaceae, y no debe sorprender que aun exista discordancia en

cuanto a nombres de familias y géneros.

10
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Tradicionalmente se ha subdividido a la familia
Enterobacteriaceae en tribus. Una de las clasificaciones mas aceptada es la
del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (8a ed. 1974). Sin embargo
en la novena edicién de este manual se han eliminado todas las tribus en la
divisién taxonémica de esta gran familia y es esta clasificacién la que
vamos a seguir. En la figura-2 podemos ver los 16 géneros reconocidos en el
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (9%ed. 1984) relacionados por

semejanza de su ADN cromosoémico.

¥CITROBACTER (14,93,146,149,172):

Los miembros del género Citrobacter dan pruebas positivas al
citrato, produccién de gas en la fermentacién de la glucosa, movilidad, ONPG
y fermentacién de la arabinosa, manitol, ramnosa, sorbitol, trealosa y
xilosa. Las especies de Citrobacter son negativas para la ADNasa,
lisina-descarboxilasa, fenilalanina-desaminasa, Voges-Proskauer y fermen-

tacién del inositol.

Se aceptan tres especies C.freundit, C.diversus y
C.amalonaticus. lLas tres especies se identifican bién con la fermentacién
del adonitol, produccion de 12S y de indol, crecimiento en presencia de
cianuro-potasico (CNK) y la  utilizacién  del malonato  (tabla-2).
C.amalonaticus es adonitol, H2S y malonato negativos, pero indol y CNK
positivos. C.diversus es adonitol, indol y malonato positivo, y H2S y CNK
negativos. C.freundii es adonitol, indol y generalmente malonato positivos,
y H2S y CNK negativos.

Se aislan rara vez de procesos patolégicos, en especial de

infecciones urinarias y respiratorias, meningitis y abscesos cerebrales en

11
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TABLA-2.- Diferenciacién bioquimica de las especies de Citrobacter.
ESPECIE
PRUEBA
C.amalonaticus C.diversus C.freundii

Ferment. del Adonitol - + -
Produccién de HzS - - +
Produccén de Indol + + -
Crecimiento en KCN + - +
Utilizacién de Malonato - + \Y

|
1A

97 de las estirpes positivas

+
v

907% de las estirpes positivas

V: 10-897 de las estirpes positivas.
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recién nacidos, bacteriemias y de infecciones oportunistas en los

hospitales. Muchas veces es dificil establecer su significacién patolégica.

¥EDWARDSIELLAS (14,93,146,149,172).-
S6lo la especie E.tarda tiene importancia clinica. Esta especie
es positiva para la produccién de gas por la fermentacién de la glucosa,
H2S, indol, lisina-descarboxilasa, movilidad y ornitina-descarboxilasa. Es

caracteristica la no fermentacién del manitol.

No forman parte de la flora intestinal normal del hombre pero
se han aislado rara vez en personas sanas y en casos de diarreas e
infecciones generalizadas (sepsis, meningitis} sin que se haya podido

demostrar con certeza su accién patdgena.

X¥ENTEROBACTER (14,93,146,149,172).~
Se caracterizan por ser positivos para el citrato, produccion
de gas por la fermentaciéon de la glucosa, movilidad, ornitina-
descarboxilasa, Voges-Proskauer, ONPG y fermentacién de la sacarosa,
arabinosa, manitol, melobiosa, rafinosa, ramnosa, trealosa y xilosa. La
mayoria no sintetizan ADNasa y son negativas para H2S, indol vy
fenilalanina~desaminasa. Taxondémicamente se reconocen ocho especies, aunque

s6lo son cinco las importantes clinicamente.

Para la identificacién de las  diferentes especies de
Enterobacter se utilizan las pruebas de fermentaciéon de adonitol y sorbitol,
produccién de arginina-dihidrolasa, crecimiento en presencia de cianuro-

potésico y lisina- y ornitina-descarboxilasa (tabla-3).

14
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TABLA-3.- Diferencias bioquimicas entre las especies de Enterobacter

ESPECIES
PRUEBAS
E.aerogenes E.agglomerans E.cloacae FE.georgiae E.zakazakii

Fermentacién del Adonitol + - \ - -
Arginina dihidrolasa - - + - +
Crecimiento en KCN + \Y + - +
Lisina descarboxilasa + - - + -
Ornitina descarboxilasa + - + + +
Fermentacién del Sorbitol + \Y + -

[
1A

97 de las estirpes positivas

v

907 de las estirpes positivas

V: del 10 al 897 de las estirpes positivas
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E.aerogenes es positiva para todas las pruebas excepto la de
arginina. E.cloacae da positivo para la de arginina, ornitina, CNK y
sorbitol, y negativo para la de lisina y mayoritariamente para la del
adonitol. E.gergoviae es lisina y ornitina positivos, y negativo para el
adonitol, arginina, CNK y sorbitol. E.sakazakii es arginina, ornitina y CNK
positivos y adonitol, lisina y sorbitol negativos. Esta especie esta
pigmentada de amarillo y da una reaccién positiva tardia de produccién de
ADNasa. E.aglomerans es negativa o variable para las reacciones anteriores.
Esta mal definida taxondémicamente y realmente estd constituida por varios
grupos genéticamente diferentes como demuestra la hibridacién de ADN. Esta
diversidad hace dificil wuna identifiéacién bioquimica exacta. Para fines
practicos las estirpes de Enterobacter que dan arginina, lisina y ornitina

negativos se identifican como E.aglomerans.

Pueden producir ocasionalmente infecciones oportunistas en el
tracto wurinario, vias respiratorias y heridas, e incluso bacteriemias vy

sepsis.

¥ESCHERICHIA (14,93,146,148,149,172).-
Durante muchos aflos E.coli era la unica especie de este género.
Actualmente se reconocen cuatro especies mas. Aun no se ha comprobado la
patogenicidad de estas nuevas especies. E.coli es tipicamente positiva para
la produccién de gas en la fermentacién de la glucosa, el indol, lisina,
arabinosa, manitol, ONPG, trealosa y xilosa. Los aislados son generalmente
negativos para la producciéon de ADNasa, H2S fenilalanina-dasaminasa, ureasa,

Voges~Proskauer, inositol y CNK. E.coli puede utilizar por fermentaciéon el
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manitol y el mucato pero no la celobiosa ni el arabitol.

E.coli forma la mayor parte de la flora comensal aerobia y
anaerocbia facultativa del tubo digestivo. Como patdgeno primario puede
producir infecciones intestinales con diarrea. Como patégeno oportunista se
aisla de infecciones wurinarias, bacteriurias asintomaticas, infecciones

biliares, peritoneales, meningeas, de heridas, bacteriemias y sepsis.

XKLEBSIELLA (14,93,146,149,172).-

Los miembros del género Klebsiella dan tipicamente positivo al
adonitol y negativo a la arginina, ADNasa, H2S, movilidad, ornitina y
fenilalanina. Dan positivo a la fermentacién de la arabinosa, manitol,
melibiosa, rafinosa, salicina, sorbitol, trealosa y xilosa. Se reconocen
siete especies de Klebsiella pero sblo cinco son clinicamente importantes.
Estas cinco especies pueden diferenciarse por la producciéon de indol,
utilizacién del malonato, ONPG y Voges-Proskauer (tabla-4). K.oxytoca se
distingue por ser positiva al indol. K.ozaenae es negativa para el malonato
y el Voges-Proskauer. K.pneumoniae es indol negativo pero malonato, ONPG y
Voges-Proskauer positivo. K.rhinoscleromatis es indol y ONPG negativo.
K.planticola es la especie mas reciente, parecida a K.pneumoniae y K.oxytoca

pero se distingue de ellas por su habilidad para fermentar la glucosa a 5°C

pero no a 45°C.

>

K.pneumoniae se identificé como patégeno respiratorio y se
aisla con frecuencia como agente causal de infecciones hospitalarias
respiratorias y urinarias; ocasionalmente da enteritis en niflos pequefos.

K.oxytoca se identifica a veces como agenle etioldégico de infecciones
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TABLA-4.- Diferenciaciéon  bioquimica entre la especies de Klebsiella

ESPECIES
PRUEBAS

K.oxytoca K.ozaenae K.planticola K.pneumoniae K.rhinoscleromatis
Fermentaciéon de la glucosa a 50°C - - + - -
Produccién de Indol + - \Y - -
Utilizacién del malonato + - + + +
ONPG + \Y + + -
Voges—Proskauer + - + + +
- =<

9% de las estirpes positivas

+
v

907 de las estirpes positivas

V: del 10 al 897 de las estirpes positivas

ion reafizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008

{os autores. Digitali

©Del



urinarias y sepsis. K.ozaenae y K.rhinoscleromatis son patégenos de las vias
respiratorias altas. K.ozaenae estd asociada con los casos de ocena.

K.rhinoscleromatis es productor exclusivo del rinoscleroma.

¥MORGANELLA (14,93,146,149,172).-
Contiene una Unica especie M.morganii que habia sido
anteriormente incluida en el género Proteus. Esta especie es tipicamente
positiva para el indol, movilidad, ornitina-descarboxilasa, fenilalanina-

desaminasa, ureasa y crecimiento en CNK. Aparte de la glucosa, raramente

fermenta otros azucares.

M.morganii se relaciona principalmente con infecciones urina-

rias aunque también causan otros tipos de infecciones.

¥PROTEUS (14,93,146,149,172).~

L.os miembros del género Proteus son positivo para la movilidad,
fenilalanina-desaminasa, ureasa, CNK y fermentacién de la xilosa. Son
negativos para el adonitol, arginina, lisina y para la fermentacion de los
azticares a excepcion de la glucosa y la xilosa. Se reconocen cuatro especies
de Proteus aunque sbélo tres causan enfermedades en los hombres. Las tres
especies de Proteus se diferencian por la produccién de indol y
ornitina-descarboxilasa (tabla-5). P.mirabilis es indol negativa y ornitina
positiva. P.penneri es indol y ornitina negativo. P.vulgaris es indol
positivo y ornitina negativo. P.penneri es resistente al cloranfenicol

mientras que P.mirabilis y P.vulgaris son sensibles.

Son responsables de infecciones urinarias, de heridas, sepsis,
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TABLA-S.~ Diferenciacién bioquimica de las especies de Proteus.

PRUEBA ESPECIES

P.mirabili P.penneri P.wulgaris
Produccién de Indol - +
Ornitina descarboxilasa - -
Resistencia Cloranfenicol R S
-: = 97 de las estirpes positivas S:sensible
+: = 907 de las estirpes positivas R: resistente

V: 10-897 de las estirpes positivas
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meningitis, ....

XPROVIDENCIA (14,93,146,149,172).~

Los miembros de éste género se caracterizan por dar positivo a
la utilizacién de citrato, produccién de indol, movilidad, fenilalanina-
desaminasa y crecimiento en CNK. Son tipicamente negativos para la arginina-
dihidrolasa, ADNasa, HzS, lisina- y ornitina-descarboxilasa, Voges-—
Proskauer y ONPG. No suelen fermentar otros azlcares ademas de la glucosa.
Las diferentes especies de Providencia pueden distinguirse bioquimicamente
por la fermentacién del adonitol, trealosa y presencia de ureasa (tabla-6).
P.alcalifaciens es adonitol positiva 'y, trealosa y ureasa negativa.
P.rettgeri es adonitol y ureasa positiva pero trealosa negativa. P.stuartii

es adonitol negativo, trealosa positivo y ureasa positiva 6 negativa.

Las especies de Providencia se asocian principalmente con

infecciones urinarias pero pueden causar otros tipos de infecciones.

¥SALMONELLA (14,93,147,173).~
La mayoria de los aislados de Salmonella se caracterizan por
reacciones positivas a la movilidad, fermentaciéon del manitol y sorbitol; vy
negativas a la presencia de ADNasa, indol, fenilalanina-desaminasa, ureasa,
crecimiento en CNK, Voges-Proskauer, ONPG, utilizacién del malonato y
fermentacién del adonitol, sacarosa, lactosa, rafinosa y salicina. La

produccién de H2S es una caracteristica variable del género.

Kauffmann (1969)(171) ha dividido al género Salmonella en

cuatro subgéneros (tabla 7): I, II, Ill y IV. El subgénero 1Il de Salmonella
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TABLA-6.- Diferenciacién bioquimica de las especies

de Providencia.

ESPECIES
PRUEBAS
P.alcalifaciens  P.rettgeri  P.stuartii
Fermentacién del Adonitol + + -
" de la Trealosa - -
Hidrélisis de la Urea - + \Y
—-: = 97 de las estirpes positivas

107 de las estirpes positivas

+
v

V: del 10 al 897 de las estirpes positivas
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TABLA-7.-Reacciones bioquimicas de los subgéneros de Salmonella.

SUBGENEROS

PRUEBAS
1 11 111 v
Fermentacién del Dulcitol + + - -
" de la Lactosa - - + -
" de la Salicina - - - +
Utilizacién del Malonato - + + -
Crecimiento en K G C - - - +
Licuacién gelatina - + + +
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se llamé originalmente S.arizonae. Esta especie presenta importantes
diferencias bioquimicas con las Salmonella tipicas, fermentan la lactosa,
dan positivo al test de ONPG, no fermentan al ducitol y con frecuencia
utilizan el malonato. Actualmente se habla mas del grupo Arizona que de

S.arizonae.

En la clasificacién de Kauffman-White el género Salmonella se
divide en mas de 1000 serotipos que contienen diferentes combinaciones de
antigenos. La identificacién de estos serotipos depende de la deteccién de
los antigenos O (somaticos) y H (flagelar) por medio de aglutinacién con
antisueros especificos. Atendiendo al antigeno O las Salmonella se dividen
en 66 grupos. Dentro de cada grupo O se dividen en serogrupos por sus

antigenos flagelares.

Las Salmonella son organismos patdégenos para el hombre y
animales. En el hombre puede dar lugar a enterocolitis, fiebres tifoidea y

paratifoidea, y bacteriemias.

¥SERRATIA (14,93,146,149,172).-

Las especies que constituyen este género se caracterizan por
las reacciones negativas a la presencia de arginina-dihidrolasa, produccién
de H2S, fenilalanina-desaminasa y ureasa. Producen tres tipos de enzimas
hidroliticas extracelulares: ADNasa, gelatinasa y lipasa. Ademdas son
positivas a la utilizacién de citratos, movilidad, Voges-Proskauer, ONPG y
fermentacién del manitol y la trealosa. Se reconocen cuatro especies de
importancia clinica y que se diferencian por la presencia de ornitina-

descarboxilasa y fermentacién de adonitol, arabinosa y sorbitol (tabla-8).

24

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

ios sutores. Digitali

© Del



TABLA-8.- Diferenciacion bioquimica de las especies de Serratia.

ESPECIES
PRUEBAS
S.liquefaciens S.marcescens S.odorifera S.rubidaea
Fermentacion del Adonitol - \Y \Y +
" de la Arabinosa + - + +
" del Sorbitol + + + -
Ornitina descarboxilasa + + A -

1
1A

9% de las estirpes positivas

1

90% de las estirpes positivas

V: del 10 al 897 de las estirpes positivas
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S.liquefaciens es realmente una colecciéon de especies tan relacionadas que
dificilmente pueden ser separadas en el laboratorio. Por esta razén se debe
hablar del grupo de S.liquefaciens mas que de especie. Los miembros del
grupo de S.liquefaciens se diferencian de las otras especies en que son
adonitol negativas y arabinosa, ornitina y sorbitol positivas. S.marcescens
es ornitina y sorbitol positiva y arabinosa negativa. S.odorifera es
arabinosa y sorbitol positiva, y variable para el adonitol y ornitina. La
diferencia de S.odorifera con el grupo de S.liquefaciens es bioquimicamente
dificil, sin embargo, S.odorifera tiene un olor picante caracteristico
descrito como mohoso, a patata 6 a vegetales. S.rubidea da positivo al

adonitol y a la arabinosa, y negativo a la ornitina y el sorbitol.

Las Serratias se han aislado desde una simple cistitis hasta en

infecciones de la sangre y del sistema nervioso central.

Las cepas hospitalarias se caracterizan porque son resistentes

a gran nuimero de antibiéticos.

¥SHIGELLA (14,93,148,171).-

Segun analisis del ADN éste género podria incluirse dentro del
género Escherichia pero por consideraciones médicas se les mantiene
separados. Los miembros del género Shigella son negativos al adonitol,
citrato, ADNasa, produccion de gas en la fermentaciéon de la glucosa, 1S,
lisina. movilidad, fenilalanina, sacarosa, ureasa, Voges—proskauer, inosi~
tol, CNK, lactosa, malonato, salicina y xilosa. Son positivos para la fer-
mentacién de la glucosa y la reduccién de nitratos. Se conocen cuatro espe-

cies de Shigella: S.dysenteriae, S.flexneri, S.boydii y S.sonnei {tabla-9).
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TABLA-9.- Diferenciacién biquimica de las especies de Shigella.

ESPECIES
PRUEBAS
S.disenterieae S.flexneri S.boydii S.sonnei
Fermentacién del Manitol - + + +
ONPG \Y - Vi +
Ornitina descarboxilasa - - - +
Serogrupo A B C D

|
IA

9% de las estirpes positivas

+
v

907 de las estirpes positivas

V: del 10 al 897 de las estirpes positivas
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S.dysenteriae es manitol y ornitina negativo. S.flexneri es manitol positivo
y, ONPG y ornitina negativo. S.boydii tiene las mismas reacciones excepto
que ocasionalmente (10%) da ornitina positivo. S.sonnei es positivo para el
manitol, ONPG (90%) y ornitina. Son necesarias para la identificacién
correcta de estas especies las pruebas serolégicas ya que S.flexneri y

S.boydii con frecuencia presentan pruebas bioquimicas idénticas.

Las infecciones por Shigella se limitan casi siempre al tracto
intestinal, rara vez causan otros tipos de infecciones. Es el agente causal

de la disenteria bacilar.

X¥TATUMELLA (14,93,146,149,172).-

El género Tatumella es nuevo y presenta una sdla especie
T.ptyseos. Esta especie se ha situado taxonomicamente en la familia
Enterobacteriaceae por estudios de hibridacién de ADN, a pesar de sus
caracteristicas poco comunes como es la sensibilidad a la penicilina y la
presencia de flagelos polares o laterales. Los aislados de T.ptyseos son
poco reactivos cuando se cultivan a 35-37°C pero su reactividad aumenta a
25°C. Dan negativas a la mayoria de la pruebas empleadas excepto la
presencia de fenilalanina-desaminasa y la fermentacién de la sacarosa,
Ocasionalmente algunos aislados son positivos a la fermentacion de la
melobiosa, rafinosa y salicina. Una fenilalanina-desaminasa con un indol y

ureasa negativo son un indicio de Tatumella.
Esta especie se ha aislado de una variedad de cultivos clinicos

incluyendo hemocultivos. Es considerado un patdégeno humano raro pero

potencialmente significativo.
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¥YERSINIA (14,58,93,172).-

Todos los miembros de este género son negativos para la

arginina-dihidrolasa, utilizacién de citrato, ADNasa, H2S, movilidad,

fenilalanina-deaminasa, Voges-Proskauer y malonato. Son positivas a la

fermentacién del manitol y la trealosa. Seis especies de este género tienen

importancia clinica: Y.enterocolitica, Y.frederiksenii, Y.kristensenii,

Y.intermedia, Y.pestis y Y.pseudo tuberculosis (tabla-10).

Y.enterocolitica es positiva para la prueba de ornitina

descarboxilasa y fermentaciéon de la sacarosa; es negativa para la de

fermentacién de la melibiosa, rafinosa y ramnosa. Y.frederiksenii es

caracteristicamente positiva para la de ornitina-descarboxilasa y la

fermentaciéon de la ramnosa y sacarosa. Y.kristensenii es positiva para la

ornitina-descarboxilasa y negativa para la fermentacién de la rafinosa,

ramnosa y sacarosa. Y.intermedia es ornitina-descarboxilasa, ramnosa y
ey . o o .
sacarosa positiva y fermenta a la rafinosa y melibiosa a 25 C. Y.pestis

presenta la mayoria de los pruebas negativas, sin embargb mas del 907 de las

estirpes fermentan la arabinosa, manitol, trealosa y xilosa. Y.pestis es

ureasa negativa. Esta prueba es importante para diferenciarla de

Y.pseudotuberculosis que es ureasa positiva.

Y.pestis es el agente etiolégico de la peste. Y.pseudotubercu-

losis puede dar lugar a apendicitis, enteritis y a una forma de septicemia

fulminante. Y.enterocolitica puede ser causa de diarreas, ileitis, adenitis

mesentérica y  abscesos hepaticos & esplénicos, asi como cuadros

septicémicos.
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TABLA-10.-Diferenciacién bioquimica de las especies de Y.pestis

PRUEBAS

ESPECIES

Y.enterocolitica Y.frederiksenii

Y.kristensenii

Y.pestis

Y.pseudotuberculosis Y.intermedia

Fermentacion de la Melibiosa
Ornitino descarboxilasa
Fermentacién de la Rafinosa

" ” ”

Ramnosa

Sacarosa

Ureasa

+ +
- A%
- +
+ +
\% \%

\Y Vv
- +
\Y \Y
A% +
+ A

~: % 97 de las estirpes positivas

+: = 107 de las estirpes positivas

V: del 10 al 897 de las estirpes positivas
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2.-AMINOGLICOSIDOS.-

2.1.-HISTORIA (49,50).-

Los aminoglicésidos son el resultado de un plan coordinado de
busqueda de nuevas sustancias con actividad antibiética para corregir la
ineficacia del primer grupo de antibi6éticos, las penicilinas, frente a gram
negativos. El estudio y analisis de mas de 10000 actinomicetos del suelo
permitié a Waskman en 1943 aislar una cepa, el Streptomyces griseus, pro-
ductora del primer amino glicésido, la ESTREPTOMICINA (1944). Posteriormente
se obtuvo la NEOMICINA procedente de Streptomyces fradiae, descubrimiento

comunicado independientemente por Waskman y Umezawa en 1949,

Ocho afios mds tarde Umezawa y colaboradores aislaron la
KANAMICINA de Streptomyces kanamiceticus. La PAROMOMICINA fué desarrollada
por investigadores del grupo Parke Davis en 1959 y, por otro lado, el grupo

de Upjohn en 1961 aporta la ESPECTINOMICINA.

En 1963 Weinstein descubre la GENTAMICINA en Micromonospora
purpurea. En 1968 la TOBRAMICINA se aisla de Streptomyces tenevrarius. La
SISOMICINA se obtiene de Micromonospora inyoensis en 1970. A partir de

Streptomyces lividus, en 1971, se extrae la LIVIDOMICINA.

En la actualidad existe una gran cantidad de antibidticos
aminoglicésidos casi siempre derivados de las moléculas originales. Deriva-

dos semisintéticos de la KANAMICINA-A son la AMIKACINA y la NETILMICINA.
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2.2.-ESTRUCTURA QUIMICA, CLASIFICACION Y PROPIEDADES.-

Los aminoglicosidos son alcoholes ciclicos aminosustituidos
(aminociclitoles) unidos mediante enlaces glicosidicos a azUcares aminados
(aminoazucares). Los enlaces glicosidicos son puentes de oxigeno entre el
grupo OH de un atomo de carbono de un azicar y un grupo hidroxilo del
aminociclitol. La nica excepcién a esta estructura general es la
ESPECTINOMICINA (figura-3) que no contiene azucar, es decir es un amino-
ciclitol puro. El resto de los aminoglicésidos se dividen en pseudo-
disacaridos, pseudotrisacdridos y pseudotetrasacaridos dependiendo del nu-

mero de azicares unidos al aminociclitol (tabla-11) (65).

Los pseudodisacaridos estan constituidos por el aminociclitol
fortamina unido a un aminoazicar en posicién 6. Se les conoce también como
el grupo de la fortimicina e incluye a los siguientes aminoglicésidos:
FORTIMICINA A (astromicina), B, C y D, ESPORAMICINA A, ISTAMICINAS A y B,
DACTIMICINA (2"-formidoil-astromicina) y 3-O-demetil FORTIMICINAS A y B

(figura-4).

Los pseudotrisacaridos se componen de un aminociclitol al que
se le unen dos aminoazucares. E! aminociclitol puede ser la estreptidina 6
la 2-desoxiestreptamina. La ESTREPTOMICINA estd formada por la estreptidina
unida a una hexosa y a una pentosa (figura-5). De la 2-desoxiestreptamina
derivan tres clases de aminoglicésidos: los monosustituidos en posicion 4
(grupo APRAMICINA) (figura-6), los 4,5-disustituidos (grupo BUTIROSINA y
RIBOSTAMICINA) (figura-7) y los 4,6-disustituidos ( grupo KANAMICINA y grupo

GENTAMICINA) (figuras-8 y -9 respectivamente).
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TABLA-11.—-  Antibiéticos aminoglicésidos-aminociclitoles.

1.- Pseudodisacéridos:
Aminociclitol fortamina 6-monosustituido:
FORTAMICINA A
DACTIMICINA (Dact)
2.- Pseudotrisacaridos:
2.1. Aminociclitol estreptidina:
ESTREPTOMICINA (Sm)
2.2 Aminociclitol 2-desoxiestreptamina:
2.2.1. 4-monosustituido:
APRAMICINA (Ap)
2.2.2. 4,5-disustituido:
BUTIROSINA (Bt)
RIBOSTAMICINA (Rm)
2.2.3. 4,6-disustituido:
* grupo kanamicina:
KANAMICINAS A, B, C (Km)
TOBRAMICINA (Tm)
DIBEKACINA (DKB)
AMIKACINA (AN)
HABEKACINA
* grupo gentamicina:
GENTAMICINAS Cia, Ci, C2, A, B (Gm)
SISOMICINA (Ss)
NETILMICINA (Nt)
5-EPISISOMICINA (5-epi)
ISEPAMICINA (Is)
3.— Pseudotetrasacaridos:
Aminociclitol 2-desoxiestreptamicina disustituidos
en posiciones 4,5:
NEOMICINA (Nm)
LIVIDOMICINA B (Lm)
PAROMOMICINA (Pm)

Entre paréntesis se muestra las abreviaturas utilizadas.
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Los pseudotetrasacaridos se caracterizan por presentar tres
azucares. El aminociclitol, la 2-desoxiestreptamina, es disustituido en las

posiciones 4 y 5 (grupo NEOMICINA, LIVIDOMICINA, PAROMOMICINA) (figura-10).

Estos antibidticos comparten numerosas propiedades (49,142):

su caracter basico

actividad potente contra gram negativos

actividad bactericida rapida y completa

su mecanismo de accién

su farmacocinética

sinergismo con f-lactamicos y otros antibidticos que actian
sobre la pared bacteriana.

Desafortunadamente también presentan aspectos negativos:

actividad ligera contra gram positivos
no absorcién intestinal
eliminacién por filtracién glomerular

otoxicidad y nefrotoxicidad.

2.3.—- ESPECTRO DE ACCION.-
En general se puede afirmar que los aminoglicésidos son
efectivos contra la mayoria de los gérmenes aerobios incluso contra algunos

anaerobios que son capaces de crecer en aerobiosis (59).

lLos bacilos gram negativos aerobios, incluyendo
Enterobacterias, Pseudomonas, y otros bacilos gram negativos no
fermentadores suelen ser sensibles a los modernos aminoglicésidos (genta-
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micina, tobramicina, netilmicina y amikacina).

Los bacilos gram negativos aerobios, como Listeria
monocytogenes y los cocos gram positivos y negativos aerobios son relati-
vamente sensibles con la excepcién de Streptococcus sp., si bien nunca sera
un aminoglicésido el tratamiento de eleccién como farmaco uUnico. Los entero-
cocos presentan cierta resistencia a los aminoglicésidos, sin embargo la
combinacién con un fB-lactamico actia de forma sinérgica excepto cuando el

nivel de resistencia a los aminoglicésidos es muy alto (CMI >2000mg/1) (20).

La estreptomicina y amikacina son los mas activos contra
Mycobacterium tuberculosis. La amikacina es ademdas eficaz en el tratamiento
de infecciones por micobacterias del grupo M.fortuitum -M.chelonei y M.avium
(56). Algunas cepas de Nocardia sp. son relativamente sensibles a la
amikacina y netilmicina. In vitro, los micoplasmas son relativamente sensi-

bles a los aminoglicésidos.

La paromomicina presenta actividad antiparasitaria frente a
Entamoeba histolytica, Taenia saginata y Hymenolepis nana. La higromicina B
se utiliza como tenicida en cerdos. LLa neomicina y la kanamicina son también

tenicidas pero en menor grado.

2.4.~-MECANISMOS DE ACCION.-
Para que un aminoglicésido pueda impedir el crecimiento de una
bacteria es necesario que se adhiera a su superficie externa, atraviese la

pared y la membrana citoplasméatica, llegue al interior celular y alcance las
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subunidades ribosémicas.

2.4.1.- Transporte de los aminoglicosidos al interior de la célula.
Los aminoglicésidos penetran en la célula bacteriana por un

proceso que consta de tres fases (figura-11) (15,54,175):

ETAPA I (EPI): En la primera etapa el antibidético pasa a través
de la pared celular y de las capas extracelulares. los aminoglicésidos son
policationes con cargas positivas a pH fisiolégico. Se unen a los sitios
aniénicos distribuidos en la superficie celular. Esta unién ibnica no
depende de energia. Los sitios de unidon son principalmente los lipopo-
lisacaridos, cabezas polares de los fosfolipidos y posiblemente algunas pro-
teinas de la membrana exterior en bacterias gram negativas, y los é&cidos

teicoicos y fosfolipidos en bacterias gram positivas.

En la células gram negativas el transporte se realiza mediante
difusién hidrofilica a través de poros formados por porinas de la membrana
exterior (126). Normalmente los poros son demasiados pequefios para dejar
pasar moléculas del tamafio de los aminoglicésidos. Pero si estos modifican a
las porinas por su fuerte carga catidnica, el poro se agranda y permite el
paso del antibiético. Sin embargo, del andlisis in vitro de porinas con
aminoglicésidos han surgido criticas ya que mutantes ompF, defectivos en
porinas, no parecen ser resistentes a los aminoglicésidos. En Pseudomonas
aeruginosa hay un importante mecanismo adicional de entrada. EI lipopo-
lisacarido de P.aeruginosa es particularmente rico en residuos fosfatos vy,
aparentemente, esta estabilizado por iones de Mg*z_ L.os aminoglicosidos

pueden desplazar a estos iones uniéndose a los residuos de fosfatos y
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desorganizando la membrana exterior. Esta desorganizaciéon permitira la
entrada directa de los aminoglicésidos ("self-permeabilization" 6 autopro-
motor) (65) y otras moléculas a las capas interiores de la pared celular y

membrana citoplasmatica (20S).

En bacterias gram positivas la difusién probablemente se
realice a través de los grandes intersticios llenos de agua que se forman en

la capa de peptidoglicano.

Las estructuras extracelulares como la capsula de glicocalix
pueden tener algin efecto menor sobre la entrada de los aminoglicésidos. La
mayoria de estas estructuras son polisacaridos anidnicos que actian unién-
dose a los aminoglicésidos y retardando su absorcién. La importancia de esta
unién dependerda de las condiciones de pH y fuerza idnica bajo las que se
encuentran el antibiético y el polisacarido. Es probable, que en condiciones

fisiolégicas, estas uniones tengan poca importancia.

ETAPA II (EDP-1}:En la segunda etapa el aminoglicésido atra-
viesa la membrana citoplasmatica. Los aminoglicésidos se unen en condiciones
fisiolégicas, conservando sus cargas, a un transportador anidénico no satura-
ble y son impulsados a través de la membrana por la diferencia de potencial,
A¥, creada por las cargas negativas del interior celular (15,54,174). Esta
fase es dependiente de energia (35,114) y es necesario que la membrana esté
suficientemente activada. Probablemente se necesite un nivel umbral minimo
de AY para que ocurra un transporte significativo. El nivel minimo requerido
de AY depende de la concentracion de antibiotico (17). Hay una relacién

directa entre la magnitud de la A¥ y la velocidad de entrada y accién
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bactericida de los aminoglicésidos (35).

La naturaleza del transportador no se ha determinado aun. Es
posible que los aminoglicésidos utilicen los transportadores de otras
sustancias con estructuras parecidas pero no se han obtenido resultados
positivos. Otra posibilidad es que sean sustancias intermediarias del trans-
porte de electrones ya que mutaciones en algunas de estas sustancias (cito-
cromos (5,18), quinonas (17,19), nitrato reductasa (18)) afectan al trans-
porte. Damper y Epstein (35) ponen en duda la existencia de estos trans-
portadores y creen que la entrada se debe unicamente a la diferencia de po-

tencial a través de la membrana.

ETAPA 111 (EDP-H): En la tercera etapa el aminoglicésido se
une al ribosoma, cesa la sintesis proteica y se inicia la muerte de la

célula. Esta etapa es dependiente de energia.

Los aminoglicésidos son transferidos desde el transportador a
sitios especificos de wunién ("targets" ribosémicos}) que son proteinas
ribosomales. Para que se inicie esta fase es necesario la presencia de
ribosomas sensibles interviniendo en la sintesis proteica (54). Desde el
momento en que los aminoglicosidos se unen a los ribosomas, se produce la
disgregacion de los polisomas, la acumulacion de complejos aberrantes de
ARNm y ribosomas 70S, y la inhibicién de la sintesis proteica. La inhibicién
va acompafiada de un aumento de la velocidad de acumulacién de los
aminoglicésidos. La causa puede ser que la degradacion de los polisomas
libera ribosomas 70S a los que pueden unirse los aminoglicésidos

manteniéndose un gradiente de antibidético entre el exterior y el interior de
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la célula (17,59), 6 a una alteracién de la permeabilidad de la membrana

(54).

2.4.2.—- Accidn de los aminoglicésidos.

El mecanismo de accién de los aminoglicésidos esta perfec-
tamente establecido. Actian uniendose al ribosoma, causan diversos errores
de lectura de los ARNm (55) e inhibicién de la sintesis proteica, y un

efecto bactericida que no se conoce con exactitud.

Es necesario para la actividad de estos antibiéticos Ila
presencia de un grupo amino (50). La unién al ribosoma se llevaria a cabo

por medio de estos aminogrupos.

LLos aminoglicésidos se pueden unir tanto a la subunidad 30S
como a la 50S por medio de las proteinas (55,177,202) o del ARN ribosémico
(170). La wunién provoca una alteracion en el ribosoma que afecta al
reconocimiento del aminoacil-ARNt, a la translocacién, a la liberacién de

los polipeptidos y errores de lectura.

El caso de la estreptomicina esta bién estudiado. La estrep-
tomicina se une a la subunidad 30S. Esta unién requiere la presencia de las
protefnas S3, S5 y S12, y es estimulada por las proteinas S9 y S14(S10)
(55). La estreptomicina no impide la formacién del complejo de iniciacién
(30S-ARNm-f-met-ARNt) pero ocasiona la liberacién del f-met~ARNt. Ademas
promueve la unién arbitraria de aminoacil-ARNt e inhibe la liberacion del
ARNt desacilado. Afecta también a la liberacidén de los péptidos. Por tanto,

la estreptomicina afecta aspectos de todas las fases de la sintesis
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proteicas (iniciacién, elongacién y terminacién) y causa errores de lectura.

El resto de los aminoglicdésidos actia de forma similar variando
el lugar de acciéon y fase de la sintesis de proteinas sobre la que actdan.
La alteracién de la proteina L6 de la subunidad 50S causa resistencia a la
gentamicina (1,202). La resistencia a la neamina esta relacionada con
mutantes de las proteinas S17, S5 y S2 (55,202). La metilacién del ARNr 16S

se asocia con la resistencia a la kanamicina (170).

Algunos aminoglicésidos (higromicina B) pueden actuar sobre

ribosomas eucariotas e inhiben la sintesis proteica (51,55,202).

La accién bactericida de los aminoglicésidos no se explica sélo
con el efecto sobre la sintesis de proteinas. K.Matsunaga y col. (117) han
demostrado que los aminoglicésidos pueden inhibir la iniciacién de la
replicaciéon del ADN posiblemente por la interrupcién de la unién del ADN a
la membrana. Los efectos de los aminoglicésidos sobre las membranas se han
encontrado en muchos casos (40,111,176,197,205). Probablemente el resultado

de todos estos fendmenos juntos provoca la accién bactericida.

2.5.-MECANISMOS DE RESISTENCIA A LOS AMINOGLICOSIDOS.-

El uso de los antibidticos para combatir a los microorganismos
conlleva la seleccion de cepas resistentes. Los aminoglicésidos no se han
librado de este importante problema y después de un periodo brillante de
éxitos como antimicrobianos debide a su novedad, se produce la aparicién de

resistencias que limitan sus esperanzas terapéuticas. Una de las carac-
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teristicas de esta resistencia es su rapidez de aparicién y desarrollo

(207).

Se han identificado tres mecanismos de resistencia a los
aminoglicésidos: alteracién del ribosoma, alteracion del sistema de trans-

porte y modificaciéon enzimatica del antibiético.

2.5.1.-Resistencia ribosémica:
Alteraciones de las proteinas 6 del ARN ribosémico dificultan
la unién de los aminoglicésidos a los ribosomas y pueden ocasionar resis-

tencia a estos antibiéticos.

LLa resistencia a la kanamicina estaba relacionada con la

metilacion del ARNribosémico 16S en Streptomyces tenebrarius (170).

Alteraciones de las proteinas S!2, S3 y S5 producen resistencia

a la estreptomicina (15,55).

Mutantes resistentes a la gentamicina presentan la proteina

ribosomal L6 transformada (1).

Lesiones en los genes que codifican las proteinas S5 y SI2 y

modificaciones en la Sl7 causan resistencia a la neamina (15,55).

Cambios que afectan a la proteina ribosdémica S5 se relacionan

con cepas resistentes a la espectinomicina.
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lLos aminoglicosidos que contienen deoxiestreptamina pueden
unirse a diferentes puntos del ribosoma y es dificil aislar mutantes

resistentes por causas ribosémicas (54).

Las alteraciones ribosémicas son sucesos mutacionales que
ocurren raramente y, por tanto, tienen poco significado terapéutico. Sin
embargo, el que cepas productoras de aminoglicésidos presenten, como
mecanismos de defensa, ribosomas resistentes elevan el nivel de importancia

de este mecanismo de resistencia (170).

2.5.2.-Resistencia por alteracién del transporte.-
Esta resistencia se caracteriza por ser de amplio espectro e

incluir a la mayoria de los aminoglicésidos.

ILa difusién pasiva a través de la membrana externa en gram
negativos puede limitarse o anularse por alteraciones de las proteinas de

membrana (188) (porinas (65), Hl (78)) o del lipopolisacarido (62,65).

El transporte de aminoglicésidos requiere en sus dos ultimas
fases (EDP-1 y EDP-II) un consumo de energia. Esta energia es proporcionada
por la fosforilaciéon oxidativa. Cualquier alteracién que afecte a la
generacién de esta energia 6 a la fuerza protén-motriz de la bacteria podra

originar resistencia a los aminoglicésidos.

Se han aislado mutantes resistentes que presentan un potencial
de membrana disminuido por deficiencia en diferentes proteinas implicadas en

la cadena respiratoria: Citocromo d (16), cit.aa3 (5), cit.c552 (18),
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nitrato-reductasa (18), subunidad y de la ATP-sintasa(iFo} (80), quinonas

(17,19).

Las bacterias anaerobias facultativas como los estreptococos,
con una cadena incompleta de transportadores de electrones, son resistentes
de forma natural a los aminoglicésidos, aunque a bajo nivel (65).
Condiciones anaerébicas (114) o pH acidos disminuyen la eficacia de los

aminoglicésidos (35).

La resistencia por alteracion de! transporte es un fendédmeno
localizado e incapaz de extenderse en forma de epidemia. Sin embargo, se ha
encontrado resistencia a los aminoglicésidos transferida por plasmidos en
cepas que no presentaban actividad modificadora ni ribosomas resistentes a
estos antibiéticos (36). Ademas, las cepas con este tipo de resistencia,
aunque de bajo crecimiento por sus mutaciones metabdlicas, pueden aparecer

en enfermos graves y causar fallos de la terapia antibidtica.

2.5.3.-Resistencia por modificacidén del antibiético.-

LLas resistencias a los aminoglicésidos causadas por los enzimas
modificadores son las mas frecuentes en clinica. la sintesis de estos
enzimas es constitutiva, es decir, independiente de la presencia 6 no de
antibiético. El antibiético modificado no se une a los ribosomas y no puede
inhibir la sintesis de proteinas (54). Ademas se observa una reduccion del
transporte de los aminoglicosidos al interior celular (17,44). El mecanismo
exacto por el que estos enzimas causan resistencia no se tiene muy claro.
Algunos autores proponen que los enzimas inactivan a los aminoglicésidos y

estos no pueden ejercer su accién letal. Se basan en que los aminoglicésidos
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modificados no pueden unirse a los ribosomas (165) y en que la posesiéon de

enzimas no parece impedir la entrada de antibi6ticos en la etapa II (EDP-I)

(44,165).

Sin embargo y a pesar de la correlacién positiva que existe
entre la resistencia y la presencia de enzimas modificadores, la resistencia
no se debe simplemente a una inactivacion del antibiético. Una serie de
investigadores han llegado a esta conclusién apoyandose en varias obser-
vaciones. Cuando una bacteria posee enzimas modificadores de aminoglicésidos
no se detecta antibidético modificado en el medio extracelular, sélo en el
interior. Se excluye por tanto la detoxificacién del medio como mecanismo de
resistencia. Ademas se ha demostrado que al menos algunos enzimas modifi-

cadores se encuentran en la cara externa (44) 6 en la cara interna (136) de

la membrana citoplasmatica.

También se ha observado que la presencia de enzimas se asocia a
una reduccién del transporte de aminoglicésidos (17,44). Los resultados
demuestran que la etapa IIl o EDP-Il es la que disminuye (17,44). La resis-
tencia vendria determinada por la competencia entre la velocidad de entrada
(fase II 6 EDP-I) y la de modificacién del aminoglicésido. Si el enzima tie-
ne gran afinidad por su sustrato la modificacién del aminoglicésido comienza
a bajas concentraciones de antibidticos y podra superar a la velocidad de
entrada. La bacteria sera resistente. Por el contrario, si el enzima tiene
poca afinidad la cantidad de antibiético que entra superara a la velocidad
de modificacién y habra antibiético suficiente sin modificar para ejercer su
accion letal. Aunque la bacteria presente actividad enzimatica modificadora

de aminoglicésido es sensible a estos antibiéticos (201).
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La cantidad de actividad enzimatica es importante en la
expresion del nivel de resistencia para sustratos que son poco modificados
por el enzima. Hay mutantes con un incremento de la actividad enzimatica por
aumento del nimero de copias del pldsmido que codificaba dicha enzima. Estos
mutantes eran resistentes a aminoglicdésidos a los que la cepa original era
sensible (11). Por otro lado, el uso de diferentes tropolonas que inhiben
la actividad de la ANT(2") por competencia con el ATP, hacen que una

bacteria resistente a causa de este enzima se trasforme en sensible (3,159).

Un esquema de como los enzimas modificadores de aminoglicésidos
causan resistencia en las cepas que los contienen seria el siguiente
(figura-11): El aminoglicésido atraviesa la membrana externa de las
bacterias gram negativas y se une a un transportador en la membrana
plasmatica. Ya sea antes 6 después de atravesar la membrana el antibiético
es modificado por el enzima. El aminoglicésido modificado no se puede unir
al ribosoma y, de alguna manera ain no determinada, su velocidad de entrada

es reducida. Para gram positivos el proceso parece ser similar.

Este mecanismo de resistencia es muy eficaz para la bacteria
que lo posee, pués sbélo necesita inactivar el antibidético que penetra en la
célula, que es sblo una Infima parte del presente en el medio. Los
organismos menos afortunados que no sintetizan estos enzimas no son ayudados
por la detoxificacién del antibiotico que hay en el medio. Por esto, el
crecimiento de las estirpes resistentes a los aminoglicésidos presentan poco

6 nigin efecto inéculo (36).

La informacion genética para la sintesis de estos enzimas se
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encuentra frecuentemente en plasmidos y en transposones y con menor

frecuencia en el cromosoma.

2.6.-TOXICIDAD.-

Los aminoglicésidos producen una serie de alteraciones en la
células de mamiferos. La expresion mas grave de estos efectos es la
toxicidad que causan en el rifién y en el oido internoc. El mecanismo por el
que ocurre esta toxicidad no estd perfectamente definido. La interaccién de
los aminoglicésidos con los fosfolipidos, ATPasa (107), fosfolipasa
lisosomal (22), con el metabolismo oxidativo de los neutrofilos (163), la
perturbacién de las membranas (6) y otros efectos pueden ser la causa de

esta toxicidad.

La ototoxicidad se manifiesta tanto en la porcién coclear como
en la vestibular. La toxicidad vestibular es irreversible y el porcentaje de
pacientes que la presenta oscila entre el 1 y el 5%. La toxicidad sobre la
funcién coclear suele ser leve, afecta a la zona de las altas frecuencias y
puede aparecer incluso semanas después de haber retirado el antibiético. Es

irreversible al menos en la mitad de los casos (59).

El aminoglicésido tras ser filtrado por el glomérulo es captado
en gran parte por las células del epitelio tubular renal. El mecanismo de
captaciéon consiste en la wunién por fuerzas electroestaticas al fosfati-
dilinositol de la membrana. Tras ser internalizado por pinocitosis se forman
vesiculas que se uniran a los lisosomas. la nefrotoxicidad inicial es tubu-

lar, y posteriormente se pueden dar casos de glomerulosis secundarias (59).
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La alteracién ultima y mas llamativa inducida por los aminoglicésidos en la
ultraestructura del rifion es la acumulacién de material osmiéfilo y lamelar
(cuerpos mieloides) en los lisosomas de las células del tabulo proximal
(22). Se han realizado estudios de la frecuencia de nefrotoxicidad causada

por los aminoglicésidos y se ha estimado entre el 10 y el 25% (46).

3.-ENZIMAS MODIFICADORES DE AMINOGLICOSIDOS

3.1.-INTRODUCCION Y NOMENCLATURA.-

El mecanismo mas frecuente de resistencia adquirida a los
aminoglicésidos es debido a enzimas modificadores. Estos enzimas son capaces
de llevar a cabo tres reacciones generales: N-acetilacién, O-fosforilacién y
O-nucleotidilacién. Para cada una de estas reacciones hay varias series de
enzimas que atacan a grupos aminos ¢ hidroxilos especificos. Los enzimas

pueden diferir por los sustratos que modifican.

La nomenclatura de estos enzimas ha seguido el siguiente
patrén. Los enzimas que acetilan se denominan acetilasas 6 acetiltransfe-
rasas y las siglas correspondientes son AAC ("aminoglycoside-acetyl-
transferase"). Los que fosforilan reciben el nombre de fosfotransferasas o6
fosforilasas y las siglas APH ("aminoglycoside-phosphoryltransferase”). Los
que nucleotidilan se llaman nucleotidiltransferasas ¢ adenilasas y las
siglas ANT ("aminoglycoside-nucletidyltransferase") 6 AAD ("aminoglycoside-

adenylyltransferase").
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El sitio de modificacién se indica por un nimero colocado entre
paréntesis después de la designaciéon del enzima. Por ejemplo, un enzima
fosforilante del grupo hidroxilo en posicién 3’ seria APH(3'). En general
las posiciones del aminociclitol son numeradas del 1 al 6; las del
aminoazticar en la posiciéon 4 del aminociclitol, del 1I' al 6’; y las del

aminoazicar en posicién 5 6 6 del aminociclitol, del 1" al 6".

En la denominacién final de algunos enzimas nos podemos
encontrar nuameros romanos que nos indican diferentes perfiles de sustratos.
Por ejemplo, APH(3')-l fosforila a la lividomicina pero no a la butirosina,

y la APH(3’)-II fosforila a la butirosina pero no a la lividomicina.

Algunos enzimas pueden modificar dos posiciones diferentes. La
APH(3') modifica a la lividomicina en posicién 5" ya que este antibidtico no
tiene grupo OH en posicion 3’. Por esta razén algunos autores la denominan
APH(3’)(5"). Lo mds usual es indicar so6lo el principal sitio de

modificacién.

3.2.-FOSFOTRANSFERASAS.~
Los enzimas fosfotransferasas ¢ fosforilasas catalizan la
fosforilacibn de grupos OH de los aminoglicésidos. Pueden utilizar como
donadores del grupo fosforilo el ATP, CTP, GTP 6 UTP.
OH
I
AG-OH + ATP ======> AG-3'-0-P-OH + ADP

i
o
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Un esquema de lo que puede ocurrir en el centro activo de estos

enzimas lo podemos observar en la figura-12.

Las fosfotransferasas pueden modificar las posiciones 3’, 5",

6, 4, 3" y 2".

% APH(3’): Las fosforilasas 3’ fosforilan el grupo OH de la
posicién 3’ de la aminohexosa de la Km y aminoglicésidos estructuralmente
relacionados y la posicion 5" de la Lm. Hasta ahora, siete tipos de APH(3’)
se han distinguido basandose en el rango de sustratos "in vitro" y en la

secuencia génica.

*%¥ APH(3’)-I: Se encontré por primera vez en un E.coli que
contenfa un plasmido de resistencia de Shigella sonnei (199). Este enzima
fosforila el grupo OH en posicién 3’ de la Km, Nm, Pm y Rm y en posicién 5"
de la Lm; no fosforila el OH en posicién 3’ de la Bt. Las cepas productoras

de APH(3’)-l son resistentes a la Km, Nm, Pm, Rm y Lm.

La APH(3’)-1 se ha podido aislar de diferentes organismos:
Enterobacterias (15,81,130,199), Pseudomonas aeruginosa (15,115),
Acinetobacter (42), Haemophilus (161), Campylobacter (133); pero no de gram
positivos (189). El gen que la codifica se ha encontrado en plasmidos y en

transposones (42,212).
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Matsuhashi y col. (115) observaron diferencias en peso
molecular, pH éptimo y afinidades por el ATP, Km y Lm en enzimas de
diferentes fuentes. El peso molecular de la APH(3’)-I de una estirpe de

E.coli era de 54Md y de dos P.aeruginosa eran de 27 y 62Md.

De Haemophilus parainfluenzae se aislé una variante,
APH(3')-Ib, para la que la Km era un sustrato méas débil (140). Diferentes
estirpes pueden codificar diferentes APH(3’)-1. Estudios con sondas
genéticas demostraron la diversidad de los genes que codifican este enzima

en las diferentes especies (212).

*%APH(3’)-11: Independientemente, Yagisawa y col. (50,198) vy
Brzezniska y col. (50,198) describieron otra fosforilasa a la que denomi-
naron APH(3’)-1I (50). Este enzima es capaz de fosforilar el grupo OH en
posicion 3’ de la Km, Rm, Pm, Nm y Bt pero no el OH en posicién 5" de la Lm.
Los organismos que presentan este enzima son resistentes a la Km, Rm, Pm, Nm

y Bt, y sensibles a la Lm.

La APH(3’) se ha aislado de Enterobacterias (50,63,137)

Pseudomonas aeruginosa (63,115,132), Acinetobacter (124) y de Bacillus

circulans (21,34) (un productor del aminoglicésido butirosina).

El gen que codifica este enzima, aphA-2, se ha encontrado en

plasmidos (11,137) y en transposones (Tn5) (15,115).

Matsuhasi y col (15,115). han determinado el peso molecular
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entre 25000 y 27000 daltons, y el pH o6ptimo en 8.4. Los valores obtenidos de
enzimas de Enterobacterias y de Pseudomonas no presentan diferencias
significativas. Al contrario que la APH(3’)-I, las APH(3’)-IIs de diferentes

fuentes muestran propiedades similares (115,140).

A niveles practico la diferenciacién por el método radio-
enzimatico de la actividad APH(3’)-1 y APH(3’)-Il se basa en la diferencia
de incorporacién del cofactor radiocactivo en la Bt y en la Lm. Cuando la
incorporaciéon de radioactividad en la Lm es cinco veces mayor que en la Bt
se dice que es la APH(3')-1. El caso inverso es la APH(3')-II. Los
resultados obtenidos con este criterio se han comprobado con sondas
genéticas y han correlacionado positivamente (212). Sin embargo, cuando el
nivel de radioactividad incorporada es similar en los dos antibiéticos se
pensaba que ambos enzimas estaban presentes. En un estudio con sondas
genéticas y el ADN de estirpes que por el criterio anterior se pensaba
tenian las dos actividades enzimaticas, s6lo se consiguié hibridacién con la
sonda de la APH(3’)-1. Es posible que mas de un tipo génico codifique a la
APH(3’)-11, pero es poco probable ya que unicamente se ha encontrado en un
transposon, Tn5. Otra explicacibn es que se trate de un nuevo enzima
relacionado con el gen de la APH(3’)-l. La fosforilasa que causa resistencia
a la Bt y a Lm es la APH(3)-IIl pero no se ha encontrado en
Enterobacterias. El ADN de una estirpe P.aeruginosa con APH(3'}-HI no
hibridaba con ninguna de las dos sondas. Es posible que el método

radioenzimatico no sea exacto para diferenciar las subclases de APH(3’).

En Enterobacterias la presencia de APH(3’)-11 se ha asociado
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con la resistencia a la bleomicina (Bleo) (64). Este fenotipo puede ayudar-

nos a detectar la APH(3')-II en cepas resistentes a la Bt y Lm.

Se encontré una APH(3’)-Il que fosforilaba a la AN sin causar
resistencia (137). Cepas mutantes con una actividad enzimatica elevada
debido a un aumento del numero de copias del plasmido (11) que la codifi-
caba, eran resistentes a la AN. Esto es un indicativo de la importancia que
puede tener la dosis génica en la resistencia a antibiéticos mediada por

enzimas modificadores (113).

En Acinetobacter spp. (97) se ha aislado una APH(3’) que causa
resistencia a la AN. Las caracterististicas de esta fosforilasa son
similares a la de la APH(3')-Il. Quizds sea un nuevo enzima pero es mas
probable que se trate de una mutante con la actividad del enzima

incrementada.

*¥APH(3’)-1II: Umezawa y col. (200) encontraron una enzima en
P.aeruginosa que fosforilaba a la Km, Pm, Rm, Bt y Lm y causaba resistencia
a los mismos antibidticos. Posteriormente en Staphylococcus se detecté una

fosforilasa con el mismo perfil de sustratos, y se llamé APH(3")-1II.

Inicialmente se pensé que este enzima era exclusivo de gram
positivos pués sb6lo se aislaba de Staphylococcus (31,48,175) y Streptococcus
(25,29,33). Sin embargo, el enzima encontrado en P.aeruginosa presenta el
mismo perfil de sustrato. Ademds se ha obtenido en diferentes especies de

Campylobacter (96,178) y en Branhamella catarrhalis (155) una actividad
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similar a la APH(3’)-IIl y estos organismos son gram negativos. Estudios de
hibridacién de ADN han demostrado una homologia del gen que codifica a la
APH(3’)-11I, aphA-3, de Campylobacter spp. con el de cocos gram positivos
(134). Esto sugiere una transferencia de genes de gram positivos a gram

negativos en condiciones naturales.

La APH(3’)-III puede fosforilar a la AN. En algunos casos esta
fosforilacion no inactiva al antibiético y la cepa es sensible (31,32). Una
APH(3’)-111 de S.aureus (31,32) tenia una Km para la AN un orden de magnitud
mayor que la de la Km, y es probable que esta diferencia explique la
sensibilidad a la AN. En otros casos la fosforilacién de la AN va acompafiada

de inactivacién y la cepa es resistente (48).

El gen aphA-3 se ha encontrado en diferentes plasmidos (47,

206), en el cromosoma (48,175) y en un transposén (Tnl545) (29).

Diferentes autores han determinado el peso molecular, punto
isoeléctrico (pI) y pH 6ptimo. Umezawa y col. (200) analizaron el enzima
aislado de P.aeruginosa y encontraron que el pH o6ptimo variaba entre 5 y 8

dependiendo del sustrato, y el peso molecular por filtracion era de 25500

daltons.

Collatz y col. (25,26) estudiaron la APH(3')-111 de
Streptococcus y observaron que no habia una clara dependencia del pH entre 5
y 9 el pl oscilaba entre 4.8(x0.1) y 5.1(20.2). El peso molecular dependia

del procedimiento de purificacién. Utilizando la filtracién a través de
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Sephadex G.200 se calculaba el peso molecular en 22500 y con Sephadex G.100
en 32500. Esta diferencia se puede explicar porque la filtracién con
Sephadex G.200 superfino produce una subestimacién del peso molecular debido

a uniones del enzima con la matriz del gel.

Trieu-Cuot y Courvalin (190) determinaron la secuencia de
nucleétidos del gen aphA-3 en S.faecalis. El producto que correspondia a
esta secuencia génica era una proteina de 29200 daltons y podria contener
un 32% de &cido glutamico. Esta cantidad de &cido glutdmico puede interferir
en la desnaturalizacion de las proteinas con SDS y llevaria a una
sobreestimacion del peso molecular cuando se determina por electroforesis en
presencia de este detergente. Esto seria la explicacién de que el peso mole-

cular calculado por Collatz y col. sea de 32500 daltons.

Ubukata y col. (193) estimaron el peso molecular y el punto
isoeléctrico de enzimas extraidas de S.aureus y S.epidermidis, obteniendo
los valores de 31000 daltons y 4.1 que no diferian mucho de los obtenidos

por Collatz y col.

*¥APH(3’)-1V: Varios autores (106.140,153) han denominado a la
APH(3’)-1I1 que fosforila a la AN como APH(3’)-IV. Herbert y col. (189)
aislaron una APH(3’) de Bacillus circulans que fosforilaba a la Km y a la
Bt pero no a la Lm. Se podria confundir con la APH(3’)-II pero se diferencia
en que la Il asi como la I y la Il fosforilan a la Gm A+B sin causar
resistencia, y la de Bacillus circulans no tiene esta capacidad. A esta fos-

forilasa también la llamaron APH(3’)-IV.
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*%APH(3’)-V: Thompson y Gray (191) describieron una fosforilasa
3’ en Streptomyces fradiae (productor de la Nm) que no tenia actividad ni

con la Bt ni con la Lm y la denominaron APH(3’)-V.

*¥APH(3’)-VI: Martin y col. (180) secuenciaron el gen de una
fosforilasa de Acinetobacter baumannii a la que denominaron APH(3’)-VI. El

peso molecular de este enzima era 30319.

**%APH(3’)-VIl: Tenover y col. (180) describieron la secuencia
génica de una fosfotransferasa de Campylobacter jejuni a la que nombran como
APH(3’)-VII. El gen aphA-7 contiene 753 pares de bases y codifican una
proteina de 251 aminoacidos que corresponde a 29691 daltons. El estudio de
homologia con los genes de las otras APH(3’) revelé una identidad del 45.6%

con el aphA-3.

Tenover y Elvrum (179) detectaron en Campylobacter spp. un
enzima con actividad contra la Bt, Gm, Tm 6 Lm. Es una actividad APH(3’) que

no se puede incluir en ninguno de los subtipos conocidos.

Trie-Cuot y col. (191) han comparado la secuencia génica de los
cinco primeros tipos de APH(3’). A nivel de nucledtidos no hay una homologia
significativa desde el punto de vista estadistico. Pero cuando se analiza la
secuencia de aminoacidos se observa cierta estructura relacionada. Este pa-
recido unido a la similitud en la actividad enzimatica y a pesos moleculares

casi idénticos indica que han divergido de un antecesor comun (189).
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*APH(S"): Yamaguchi y col (210) encontraron un enzima que
fosforilaba el grupo OH en posiciéon 5" de la Lm, Nm, Pm, pero no de la Km,
Sm y Gm. Umezawa y col (198) comprobaron que el enzima APH(3’)-1 era el que
fosforilaba el grupo OH en posiciéon 5" y no un nuevo enzima. Kida y col.
(94) hallaron en P.aeruginosa un enzima que fosforilaba a la Rm
preferentemente en posiciéon 5" pero también en 3’. Aunque esta actividad no
se ha estudiado a fondo, se denomina APH(5") al enzima que fosforila al
grupo OH en posiciéon 5" de la ribosa de la Rm (37,143). Sélo se ha detectado

en bacterias gram negativas (65).

#*APH(4): Leboul y «col. (151) aislaron de Streptomyces

hygroscopicus un enzima que fosforilaba a la higromicina B.

Posteriormente Rao y col. (151} extrajeron de E.coli una
fosforilasa activa contra higromicina B y derivados (destomicina). El lugar
de accién de este enzima era el grupo hidroxilo en posicién 4 de la hiosa-

mina (ciclitol) y se le llama APH(4).
Los dos enzimas aislados tenian un perfil similar sugiriendo
una posible relacion. Sin embargo estudios del peso molecular han determi-

nado en 60000 daltons el del enzima de Streptomyces y en 41500 el de E.coli.

El gen que codifica la APH(4) en E.coli era plasmidico.
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*APH(3"): Ozanne y col. (198) pusieron de manifiesto Ia
existencia de un enzima que podia fosforilar a la estreptomicina en el

hidroxilo en posicién 3". Se la llamé APH(3").

Kobayashi y col. (198) encontraron posteriormente un enzima

similar en P.aeruginosa.

La APH(3") fosforila el grupo hidroxilo en posicién 3" de la
Estreptomicina y derivados. No actGa con 1;1 espectinomicina ni con ningin
otro aminoglicésido. Se ha aislado de gram negativos, gram positivos ¥y
micobacterias. El gen que codifica a la APH(3") se ha encontrado en plasmi-

dos (77) y en transposones (tn5) (60).

*APH(6): Walker y col. (140,141) informaron de un enzima de
Streptomyces que fosforilaba a la estreptomicina y dihidroestreptomicina, y
la llamaron estreptomicin-6-kinasa. Se ha podido aislar de Streptomyces

productores de estreptomicina (141,168).

Kida y col. (39) comunicaron que el extracto de P.aeruginosa
GN573 fosforilaba el grupo hidroxilo en posicion 6 del anillo de
estreptidina de la estreptomicina y la denominaron APH(6). Este enzima tenia
un pH éptimo de 8.0 y un pl de 4.7. La relacién con la Sm-6-kinasa de
Streptomyces spp. no se ha establecido. LLa APH(6) no se ha encontrado en

Enterobacterias.
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Sugiyama y col. (176) purificaron y estudiaron la Sm-6-kinasa
de S.griseus HUT6037. El peso molecular se estimdé entre 36000 y 38000

daltons, y el pl de 6.6.

*APH(2"): Cataliza la fosforilacién del grupo 2" hidroxilo de
la aminohexosa de la Gm, Km y Tm. Se ha aislado de S.aureus (45,102) y
S.epidermidis (4,181) y de diferentes especies de Streptococcus (53,125). No
se ha encontrado en gram negativos. La actividad fosforilasa APH(2") siem-

pre va acompafiada de actividad acetilasa tipo AAC(6’).

Dowding (45) consigui6 separar las dos actividades por
electroforesis en geles de poliacrilamida. Le Goffic y col. (102) hablan de
las dos actividades como enzimas diferentes de S.aureus purificados por cro-
matografia e isoelectroenfoque. lLos pesos moleculares de ambas enzimas eran
iguales, 28000, y el pl de 5.7 para la acetilasa y de 5.8 para la fosfo-
rilasa. Intentos posteriores de repetir la separacion de estas dos acti-
vidades no han dado resultado. Le Goffic y col. (104) explicaron que podria
tratarse de un enzima oligomérica ya que no puede atravesar los filtros de
Amicon XMIOO aunque el peso molecular seguia estimandose en 28000. Actual-

mente se considera un enzima bifuncional APH(2")-AAC(6’).

Courvalin y col. (30) no pudieron separar las dos actividades
por filtraciéon en gel, determinaron el peso molecular en 31000 y el pl en
5.3. El pH éptimo para la actividad acetilasa era aproximadamente de 7 mien-

tras que para la actividad fosforilasa no habia variacién entre pH 5 y 8.
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Ubukata y col. (193) han purificado y caracterizado diferentes
enzimas de S.aureus y S.epidermidis. Determinaron el peso molecular del
enzima bifuncional en 56000 y el pl en 4.1. Los pesos moleculares de otros
enzimas fosfotrasferasas (190) y acetilasas estudiados estan alrededor de

30000, aproximadamente la mitad.

Rouch y col. (156) clonaron el gen aacA-aphD de S.aureus en
E.coli donde expresaba resistencia a la Gm, Tm y Km. El andlisis de la
secuencia de nucledtidos mostréo que podia determinar una proteina de 479

aminoacidos con peso molecular de 56.9 Kdal..

Ferreti y col. (53) analizaron el gen que codifica la
AAC(6’)-APH(2") en S.faecalis. La secuencia de nucledtidos codifica una
proteina de 479 aminodcidos y peso molecular de 56850. La secuencia de
aminoacidos presenta dos regiones homédlogas con otras proteinas estudiadas.
Por clonacién se han logrado dos segmentos génicos que especifican indepen-
dientemente las dos actividades, fosfotransferasas y acetilasas. Los datos
obtenidos por estos trabajos sugieren que el gen que codifica al enzima

bifuncional es el resultado de una fusién génica.
El gen que codifica a la AAC(6’)-APH(2") se ha encontrado en el
cromosoma (84,92), en plasmidos (4,47) y en transposones (Tn400l (108),

Tn4031 (181)).

La actividad fosforilasa APH(2") presenta como sustrato

principal a la Gm y Ss, y como secundarios a la Tm y Km (102,140). Sin
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embargo, también se ha visto que fosforila a la AN y Nt (47,164) en algunos

casos y es la causa de resistencia a estos antibiéticos (164).

3.3.~ACETILTRANSFERASAS.-

Las acetiltransferasas ¢ acetilasas transfieren el acetato del
acetil-coenzima A a un aminogrupo del antibidtico. Estos enzimas modifican
s6lo los aminoglicésidos que contienen 2-desoxiestreptamina & fortamina,
quedando excluidos estreptomicina y espectinomicina. La acetilacién puede
producirse en tres grupos aminos distintos, situados en posicién 3, 2’ y 6’.

Recientemente se ha descrito una nueva acetilasa que modifica la posicién 1.

¥AAC(6’): Cataliza la acetilacién del grupo amino en posicién
6’ (figuf*a—lB). Todos los componentes con un grupo amino libre en posicién
6’ pueden ser modificados (Nm, KmA y B, Tm, Gmcia, Ss, Nt, DKB, Bt, AN y
Rm).

Okamoto y Suzuki (8) informaron que un extracto enzimatico de
E.coli K-12 R-5 transportando un plasmido R, inactivaba a la Km por
acetilacién. Umezawa y col. (8) aislaron el producto de la acetilaciéon de la
KmA y demostraron que era acetilada en el grupo amino en posicion 6'.
Benveniste y Davies (8) aislaron y purificaron este enzima de E.coli 677 con
un plasmido R. Encontraron que acetilaba a la KmA y B, NmB y C, Gmcia y

Gmcz2, y las hibrimicinas. No acetilaba ni a la Pm ni a la GmA.
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Jacoby (82) describe una Km-acetiltransferasa de P.aeruginosa
que causaba resistencia a la Km, AN, Bt, Tm y Ss, pero no a la Gm, y que

podia transmitirse a otras estirpes de Pseudomonas por conjugacion.

Le Goffic y col. (68) denominaron AAC(6’)-I1 a un enzima

aislada de Moraxella.

Kawabe y col.(90) identificaron otra enzima de P.aeruginosa que
acetilaba a la KmA, KmB, DKB, 6'-Me-DKB pero no a la KmC, AN ni Gmcla, y la

llamaron AAC(6’)-III.

Kawabe y col. (91) detectaron en P.aeruginosa una acetilasa que

producia resistencia a la AN, DKB y Km.

Haas y col. (75) determinaron una AAC(6’) en P.aeruginosa con

muy baja actividad para la Bt y AN similar a la AAC(6’)-IIl de Kawabe y col.

Mitsuhashi (68) clasificé a las AAC(6’) en cuatro categorias
basandose en el perfil de sustrato. La AAC(6’)-I modifica a la KmA y B y a
la Nm. La AAC(6’)-II inactiva a la KmA y B, Nm, Gmcia y Gmcz. La AAC(6’)-I1I
es activa contra los sustratos de la clase Il ademids de la DKB. La

AAC(6’)-1V modifica a todos los sustratos de la Il mas la AN.

Otra clasificaciéon (140) seguida en Europa y Norteamérica

considera como AAC(6’)-1 al enzima aislado de E.coli K-12 R-5 por Umezawa y

col. (8) con pl de 5.4. AAC(6’)-II es el enzima obtenido de Moraxella por Le
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Goffic y col. {68) con perfil de sustrato algo diferente al de la I y con pl
de 7.6. AAC(6’)-1I1 es el enzima que tiene poca actividad contra la AN
encontrado en P.aeruginosa y causa resistencia a la Gm, Nt y Tm. La
actividad enzimatica que acompaiia a la APH(2") en Staphylococcus es la

AAC(6’)-1V y tiene poca actividad con la Nm.

Actualmente (64,166) se ha simplificado la clasificacién y se
reconocen dos subclases. La AAC(6’)-1 confiere resistencia a la AN, Tm, DKB,
Nt, Km y Nm. La AAC(6’)-II determina resistencia a la Gm, Tm, DKB, Nt, Nm y
Km, no inactiva a la AN. Ambas subclases causan resistencia a la 5-epi-
sisomicina (64,204). La Pm no es sustrato porque posee un grupo OH en posi-
cién 6’ en vez del amino necesario. La AAC(6’)-1 puede acetilar y producir

resistencia a la isepamicina (61).

Esta ultima clasificacién no es seguida por todos los autores y

es posible encontrar articulos recientes con los tipos del I al IV (186).

Las AAC(6’)s se han encontrado en gram negativos y en gram
positivos. En Staphylococcus y Streptococcus frecuentemente se encuentra la
actividad AAC(6’) asociada con la APH(2") en el enzima bifuncional. Las
caracteristicas de este enzima ya las vimos cuando estudiamos la APH(2"). La
actividad acetilasa actia con la Km, Tm, Gmcia, AN y Nt (206) y tiene poca
afinidad por la Nm. Las cepas que contienen a la AAC(6’)-APH(2") son resis-
tentes a la Gm, Tm y Km (109,181) y a veces a la AN y Nt (206 también. El
grupo amino en posicién 6’ de la fortimicina y derivados es también aceti-

lado por la bifuncional causando resistencia a estos antibidticos (66,74).
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Los genes que codifican a las AAC(6’)s, aacA, se han encontrado
en plasmidos (88,166), en transposones (Tnl331 (127), Tn2424 (121)) y en el

cromosoma (83).

Tran Van Nhieu y Collatz (185) estudiaron el gen que codifica a
la AAC(6’)-1V, aacA-4. Este gen constaba de 600 pares de bases y codificaba
a un enzima de 22.4 Kd con pl de 5.35. Posteriormente los mismos autores
(186) analizaron la relacién entre las AAC(6’)-4 codificadas por diferentes
plasmidos mediante hibridaciéon de ADN e inmunoensayo. Encontraron poca homo-
logia del ADN y escasa reactividad inmunolégica cruzada, sugiriéndose que
existen al menos dos tipos diferentes de genes para las AAC(6’)-4 que median

la resistencia a la AN.

Nobuta y col. (127) secuenciaron el gen de una AAC(6’) de
Klebsiella pneumoniae resistente a la AN y correspondia a un péptido de

23Kd.

Shaw y col. (166) estudiaron el gen de una AAC(6')-H de
P.aeruginosa. Este gen mediaba la resistencia a la Gm, Tm y Nt pero no a la
AN 6 Ié{;“: Compararon la secuencia con la obtenida por Tran Van Nhieu y
Collatz (185) obteniendo un 82% de homologia. Estos autores proponen que los
dos genes surgieron de un antecesor comin y que el proceso de selecciébn y
diseminacién ha conducido a las diferencias actuales observadas en el

espectro de resistencia.
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*AAC(2’): Acetila el grupo amino en posiciéon 2’ de la Gm, KmB y
C, Tm, DKB, Nm, Pm, Lm, Bt, Rm y Ss perc no a la KmA ni AN por carecer de
este grupo (39,143). La presencia de este enzima produce resistencia (64) a

la Gm, Tm, Nt, Nm (79), DKB (167), Ss {167) y Lm.

La primera AAC(2') se aislé de Providencia stuartii (39). Este
enzima parece estar asociado principalmente con Providencia (139,140) aunque

también se ha obtenido de Proteus (139,140).

El enzima se purificé parcialmente mediante cromatografia en

Sephadex G-100 y parecia una proteina pequefa (39).

El gen que codifica a la AAC(2’) no se ha localizado en
plasmidos. Davies y Smith (39) hacen referencia a una cita que habla de
AAC(2’} aislada de Proteus y codificada por plasmidos. Sin embargo, Phillips

y Shannon (140) no encontraron este dato en dicha cita.

Se ha encontrado una AAC(2’}) en Streptomyces spectabilis
productor de la espectinomicina. Mitsuhashi (140) propone que el enzima
aislado de Streptomyces spectabilis se denomine AAC(2’)-1 y el de

Providencia AAC(2’)-II.

*¥AAC(3): Acetilan el amino en posicién 3 del anillo de
2-deoxiestreptamina (figura-13). Se clasifican basdndose en el perfil de
sustrato y espectro de resistencia. Se han identificado hasta siete iso-

enzimas diferentes (203).
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*¥AAC(3)-1: Mitsuhashi y col. (198} informaron que el sobre-
nadante de una estirpe P.aeruginosa inactivaba a las Gmecia, ct y c¢2 por
acetilacién. Brezezinska y col. (39,198) describieron una actividad similar
también en P.aeruginosa e identificaron como Gm acetilada al antibiético

modificado. Este enzima acetilaba a la Gm y a la Ss pero no a la Km.

La AAC(3)-I se ha aislado de Pseudomonas y Enterobacterias.
Modifica a la Gm, Ss y Fm y en menor grado a la Km, Tm, DKB y Nt. Las cepas
que la sintetizan presentan un fenotipo tipico de resistencia a la Gm, Ss y
Fm. Sélo otro enzima, la bifuncional AAC(6’)}-APH(2"), produce resistencia a
la Fm y derivados (74). La AAC(3)-1 modifica a la Fm y derivados en el grupo
amino en posicién 1 de la fortamina ya que no presenta ningin amino en
posicién 3 (66,131). Algunos autores (65,116) hacen referencia a que el
grupo amino modificado es el 4 pero se debe a que han numerado en diferente

orden los carbonos de la fortamina (figura-4).

Williams y Northrop (39) purificaron la AAC(3)-1. Tenia un peso
molecular de 6300016300 y estaba compuesta por cuatro subunidades idénticas
de 17000+1700. La actividad no variaba a pH entre 5.5 y 8.5. La KM y VM para
la Gmcia era de 0.320.08uM y 3.0x0.15U/mg respectivamente, y para la Tm de
2.310.2uM y 0.4810.02U/mg. Esta diferencia explicaria que siendo la Tm un
sustrato para la AAC(3)-1 no sea modificada con la suficiente velocidad para

impedir su efecto bactericida.

Le Goffic y col. {103) calcularon el pl de la AAC(3)-1 en 7.4.

76

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

i0s autores. Digitali:

© Del



El término AAC(3)-Ia (140) se ha usado para el fenotipo GmR,NtR
encontrado en P.aeruginosa. la base enzimatica de este fenotipo no se

conoce,

El gen de la AAC(3)-1, aacC-1, se encuentra principalmente en

plasmidos y con mucha frecuencia en pldsmidos conjugativos (70).

**¥AAC(3)-II: Le Goffic y col. (103) encontraron una acetilasa
en una estirpe de Klebsiella que causaba resistencia a la Gm, Ss, Tm y Km y
era transferida a E.coli por conjugacién. El grupo que modificaba era el
amino en posicién 3. Determinaron el pl en 6.4. Debido a la diferencia de pl

y del perfil de resistencia que ocasionaba, la denominaron AAC(3)-II.

Este enzima se ha aislado principalmente de Enterobacterias
(203). Es activo con la Gm, Tm, DKB, KmA y B (23). Causa resistencia a los
mismos sustratos excepto a la KmB (68). Es curioso que presentando mayor
actividad enzimdatica con la KmB que con la KmA produce resistencia sélo a

éste ultimo (68).

Vliegenthart y col. (203) secuenciaron el gen aacC-2 que

codifica a la AAC(3)-II. Contiene 858 pb que corresponden a un polipéptido

de 30.6 Kd.

*¥ACC(3)-III: Biddlecome y col. (10) encontraron en
P.aeruginosa PST un enzima que acetilaba a la Gm, Ss, Km, Nm, Pm y Tm pero

no tiene actividad con la AN y Bt. La cepa era resistente a la Gm, Ss, Tm,
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Km y Pm. Aunque la Nm es un sustrato la cepa so6lo era medianamente
resistente (CMI: 8g/l) a este antibiético. Sugirieron que quizds Ila
AAC(3)-II1 habia surgido por mutacién de la AAC(3)-1. Los intentos de
transferir la resistencia fracasaron, concluyendo que el gen que la codifica

puede ser cromosdémico.

La AAC(3)-III es activa con la Gm, Ss, Tm, DKB, Nm, Pm, Km ¥y
5-episisomicina pero no con la AN y Bt (64,79). Las bacterias que presentan
este enzima son resistentes a la Gm, Ss, Tm, DKB, Nt, Nm, Pm, Km y
5-episisomicina (64,203). La AAC(3)-HI es la unica AAC(3) que inactiva a la
5-episisomicina (64,68), - por lo que este antibiético es util para una

clasificacién correcta.

Brdu y col. (203) han secuenciado el gen de la AAC(3)-III,
aacC-3. Vliegenthart y col. (203) compararon la secuencia de este gen con el
aacC-2 y no encontraron diferencias significativas que justificaran Ila
disparidad de sustratos. La explicacién que Vliegenthart y col. (20’3) dan es
que Brdu y col.(203) no incluyeron el perfil de sustrato necesario para
identificar inequivocamente a la AAC(3)-IIIl. Es posible que el fenotipo de
resistencia de la cepa que ellos estudiaron fuera el resultado de una

AAC(3)-II y una APH(3’) y que el gen que ellos clonaron sea el aacC-2.

La AAC(3)-III se aisla principalmente de bacilos gram
negativos. Sin embargo, Uduo y col. (196) informaron de una AAC(3)-III en
Mycobacterium fortuitum. Este enzima tenia el mismo perfil de sustrato que

la AAC(3)-II pero como no incluyeron la Ap podria tratarse de una AAC(3)-1V.
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**%AAC(3)-1V: Davies y O’Connor (38) encontraron una enzima en
bacterias aisladas de animales que acetilaba a los sustratos de la
AAC(3)-1Il y a la Ap. La Km no era tan buen sustrato como la Gm, Tm, Nm 6
Ap. La apramicina es modificada en el grupo amino en posicién 3 como el
resto de los antibiéticos. Se le tlamdé AAC(3)-1V. La resistencia se

transmitia por conjugacion, deduciéndose que el gen era plasmidico.

Hedges y Shannon (79) aislaron una AAC(3)-IV de una estirpe de
E.coli de origen animal que venia codificada en el transposén Tn800 y con-

feria resistencia a la Ap, Gm, Tm, KmA y Nm.

Chaslus-Dancla y col. (24) determinaron una AAC(3)-IV que tenia

poca actividad con la Pm.

Al principio las bacterias que presentaban AAC(3)-IV eran de
origen animal. Sin embargo, actualmente se han aislado en Enterobacterias de

origen humano (65,67).

La AAC(3)-1V sélo se ha aislado de Enterobacterias. Uduo y col.
(196) encontraron una AAC(3) en Mycobacterium fortuitum cuyo perfil era el

de una AAC(3)-II1 pero no descartaron que fuera una AAC{(3)-IV.
*¥*¥AAC(3)-V: Goémez-Lus y col. (71) utilizaron este término por

primera vez para definir a una acetilasa que tenia como sustratos y causaba

resistencia a la Gm, Tm, DKB, Ss y Nt. Se diferenciaba de la AAC(3)-Il en
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que no producia resistencia a la Km. No se trataba de una AAC(3)-IlII porque
la Nm, Pm, Rm y Lm no eran sustratos. Se distingue de la AAC(3)-1V porque no

tiene actividad con la Ap.

Este enzima se ha aislado de diferentes FEnterobacterias y es
codificado por plasmidos conjugativos (7,155). E! gen de la AAC(3)-V,

aacC-5, se ha encontrado en transposones (Tn2922 (112) y Tnl699 (7).

Barg (7) construyé una sonda para el gen aacC-5. Estudios de
hibridacién con el DNA de organismos productores de las siguientes enzimas
ANT(2"}, AAC(3)-I, H, I y IV, ANT(4"), AAC(6’)-I, APH(3'}-1 y IV y

AAC(2'), dieron resultados negativos.

*¥AAC(3)-VII: Pérez-Gonzdlez y col. (135) estudiando a una
estirpe de Streptomyces rimosus forma paromomycinus encontraron una
acetilasa que modificaba a la Pm, NmB y C, LmA, KmA y B, GmCia, y Ci1, Tm,
Ss, Nt G-418. L.a AN, Bt, HygB, kasugamicina, Rm, Sm y Sp no eran sustratos.
La llamaron AAC(3)-VII pero su perfil de sustrato es igual al de la
AAC(3)-1I1. Secuenciaron (108) el gen que la codificaba, aacC-7, y constaba
de 1495pb. El gen aacC-7 estaba localizado en un fragmento de 864 pb y
correspondia a un polipéptido de 31070 daltons, que correlacionaba con el

peso molecular de 32000 daltons obtenido por medios fisicos.

Estudios de hibridacién de ADN con los genes de la AAC(3)-III y

IV mostraron una gran homologia, 59 y 41% respectivamente. No se detect6

ningin parecido con la AAC(3)-1.
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La similitud (59%) entre la AAC(3)-II1 y la VII correlaciona

bien con el perfil similar de sustratos.

#¥Otras AAC(3): Uduo y col. (194) encontraron dos actividades
acetilasas en Mycobacterias de rapido crecimiento. Uno de los perfiles era
Tm, Pm, Lm y Km como los mejores sustratos y Fm, Gm y AN como sustratos
menores. El otro perfil era mas pequeiio y englobaba a la Gm y Tm como los
sustratos mejores, a la Pm y Km como sustratos menores y la Lm, AN y Fm no
eran sustratos. Estos autores proponian que son nuevas AAC(3) pero no han
utilizado todos los sustratos necesarios para descartar los otros perfiles

de AAC(3).

¥AAC(1): Lovering y col. (65) describen un enzima que acetila a

la Ap en posicién 1 y a la Nm y Rm en posicién 1 y 6'. La llamaron AAC(1).

Anteriormente Hedges y Shannon (79) habian encontrado una
acetilasa que tenia como sustratos a la Ap, Nm y Pm. No lograron determinar
el grupo que se modificaba y no la identificaron. Es posible que pueda
tratarse de un enzima parecido al de Lovering y col. (65). La sintesis del

enzima era dirigida por un gen cromosdémico.

Sales y Cunliffe (158) caracterizaron una acetilasa de
Micromonospora inyoensis. La Nm y derivados eran buenos sustratos y también

la Ap, mientras que la Gm y Km no. M.inyoensis sintetizaba la Ss pero este
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antibiético tampoco era acetilado. Los autores no excluyeron la posibilidad

de que este enzima actuara en posicioén 1 del anillo IL

3.4.- NUCLEOTIDILTRANSFERASAS.-

Las adenilasas 6 nucleotidiltransferasas catalizan la
transferencia del nucledétido del ATP y otros nucleétidos a un grupo hidroxi-
lo del aminoglicésido. La nucleotidilacién puede producirse en las siguien-

tes posiciones: 2", 4’, 3", 9 y 6.

*ANT(2").- Benveniste y Davies (198) encontraron en una estirpe
de E.coli, que portaba un plasmido de resistencia de Klebsiella, actividad
adenilasa para la GmCia, C2 y C1 y Km. La cepa era resistente a la Gm, Tm y
Km pero sensible a la Nm y AN (140). Este enzima cataliza la nucleo-
tidilacién de los aminoglicésidos en el grupo hidroxilo en posicién 2" de la
aminohexosa (figura-14). Puede utilizar ATP, GTP, CTP y UTP como cofactores

y por esto se le debe llamar nucletidiltransferasa, ANT(2"), mas que adeni-

lasa (140).

Smith y Smith (39) purificaron el enzima. El peso molecular que

determinaron era de 35000 daltons por cromatografia en Sephadex G-100.

Las cepas que sintetizan este enzima son resistentes a la Km,

Gm, Ss, Tm y DKB pero sensibles a la Nt (12,70).
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FIGURA-14.- Adenilacién de la tobramicina por los enzimas
ANT(2") y ANT(4’).
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Coombe y George (27) hallaron una adenilasa que actuaba sobre
la Gm, Ss, Tm, Km y también sobre la AN. Purificaron el enzima y obtuvieron
un peso molecular de 29000 daltons por cromatografia en Sephadex S5-200 y un
pH 6ptimo de 7.8-8. La aqtividad enzimatica se trasferia por conjugacién. La
denominaron ANT(2")-1I. En este estudio la actividad adenilasa iba acom-
pafada siempre de APH(3’)-1. Aleddinoglu y Kocabiyik (2) encontraron también

una ANT(2") que causaba resistencia a la AN.

La ANT(2") se ha aislado de Enterobacterias (2,129) vy
Pseudomonas (85). Gray y col. (72) informaron que S.aureus (SJ63) expresaba

actividad ANT(2").

El gen que codifica a la ANT(2") se ha encontrado en plasmidos

(118,129) y posiblemente en transposones (73).

Estudios de homologia de los genes que especifican a la ANT(2")
parecen demostrar que hay heterogeneidad en las secuencias codificadoras

(98).

¥ANT(4’).- Adenilan los sustratos en posicion 4’ y también los
grupos hidroxilos en posicién ecuatorial 4" (como la DKB) pero no los hidro-

xilos en posicién polar 4" (como la Gm).

Le Goffic y col. (101) extrajeron de S.aureus un enzima que

adenilaba a la Km, AN, Tm, Lm, Bt, Rm y Nm, pero no a la Gm, Ss 6 Ap. La
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cepa era resistente a la Km, Nm, Pm, Tm y Bt y ligeramente resistente a la
Lm y AN. El gen que mediaba esta resistencia era plasmidico. El estudio de
los antibiéticos modificados demostré que la posicién adenilada era el hi-
droxilo en posiciéon 4’. La denominaron AAD(4’). Ya que puede utilizar tanto
ATP, GTP como UTP, el nombre mas apropiado es ANT(4’). El pH éptimo variaba
segun el sustrato. Para la Tm era de 4.5 y para la AN de 6. El pl se calculéd
en 5.1. Posteriormente determinaron el peso molecular en 22000 daltons

(100).

Santanam y col. (162) también encontraron la actividad AAD(4’)
en una estirpe de S.epidermidis. Observaron que la 4’-deoxykanamicina era un
sustrato, no asi la 4’-deoxybutirosina y sefialaron la posibilidad de que el

grupo hidroxilo en posicién 4" podria ser modificado por el mismo enzima.

Le Goffic y col. (10) advirtieron que la DKB que carecia del
grupo hidroxilo en 4’ era modificada por la ANT(4'). Estudiando las
moleculas de Tm y DKB propusieron que era el grupo hidroxilo en 2" el
modificado. Estudiaron la estructura de la DKB modificada por la ANT(4’) y
la compararon con la DKB modificada por la ANT(2") (100). Los resultados in-
dicaban una semejanza y concluyeron que la ANT(4’) modificaba a la DKB en la

posicién 2",

Sin embargo, los estudios realizados por Schwotzer y col. (140)
determinaron que la ANT(4’) adenilaba el grupo 4" cuando estaba en posicion

ecuatorial.
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La ANT(4’) adenila los sustratos en posiciéon 4’ y también los
ecuatoriales en 4", pero no los polares en 4". Otra posibilidad es la
posicién 2". Los sustratos de este enzima son Km, AN, DKB, Lm, Bt, Rm y Nm,
pero no lo son la Gm, Ss, Nt y Ap. Las cepas que presentan este enzima son
resistentes a la Km, Tm, Bt, Rm, Nm y ligeramente a la DKB, Lm y AN

(165,193).

Ubukata y col. (193) purificaron y caracterizaron diferentes
enzimas de S.aureus y S.epidermidis, entre ellas a la ANT(4’)(4"). El peso
molecular que calcularon fué de 36000 y el pl de 4.7. Estos datos difieren
de los obtenidos por Le Goffic y col. (100,101}, y por Santanam y col. (193)

Estos ultimos determinaron el peso molecular en 46770 y el pl en S.0.

El gen que codifica a la ANT(4’)(4"), aadD, se encuentra nor-

malmente en plasmidos, pero también se ha detectado en el cromosoma (192).

ANT(4’)(4") se ha aislado s6lo de S.aureus y S.epidermidis. Ese
hecho puede cambiar si se confirma la identificacién de una ANT(4')(4") en-

contrada en P.aeruginosa (65).

*AAD(3").- Umezawa y col. (198) describieron por primera vez un
enzima que adenilaba a la Sm. El lugar de modificacién era el grupo hidro-
xilo en posiciéon 3" (39). Davies y col. (198) descubrieron que esta adenila-
sa también actuaba sobre la Sp pero en posicién 9. Se la llama AAD(3")(9) e

inactiva a la Sm y a la Sp. Puede usar ATP y dATP como cofactores pero no

86

ion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

©Del



los otros nucletidos (140). Se ha aislado en gram negativos solamente (140).

El gen que codifica a la AAD(3")(9), aadA, normalmente se loca-
liza en plésmidos y se ha identificado también en transposones (Tn4 (39),

Tn21, Tn2424, Tn2411 (121}).

¥AAD(9): La AAD(9) 6 Espectin-adeniltransferasa es producida
por S.aureus 1206 y es capaz de adenilar a la Sp pero no a la Sm. El sitio
de modificacién es el hidroxilo en posicion 9 (39). Este enzima no ha sido

estudiado en detalle. También se ha encontrado en P.aeruginosa (152).

¥AAD(6).- Kawabe y col. (89) observaron en S.aureus que la
resistencia a la Sm y Sp era codificada por plasmidos diferentes. Ambos
antibioéticos eran adenilados aunque no determinaron la posicion modificada.
La Sm adenilada por S.aureus era diferente de la Sm adenilada en posicion 3"
indicando que no se trataba de la AAD(3") de E.coli. Posteriormente
demostraron que se modificaba el grupo hidroxilo en posicion 6 (39). Se le

denominé AAD(6) y es capaz de adenilar a la Sm pero no a la Sp.

3.5.-ORIGEN Y EVOLUCION DE LOS ENZIMAS MODIFICADORES.-
La existencia de mecanismos tan eficaces de resistencia
bacteriana a los aminoglicésidos, en especial la produccién de enzimas

modificadores, ha suscitado la cuestién de su origen y su diversidad. A
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priori se ha descartado que los genes de resistencia estuviesen relacionados
con funciones bioquimicas nuevas y diferentes. Era mas probable que los
determinantes de resistencia ya existiesen y que al cambiar de organismo
hospedador, la misma funcién tuviese wuna aplicacion diferente. Esta
hipétesis sugiere que los organismos productores de aminoglicésidos y los
determinantes plasmidicos de resistencia son las fuentes potenciales para
las bacterias patdgenas. Es evidente que los microorganismos deben poseer
mecanismos protectores frente a los propios antibidticos que elaboran para
resistir a un suicidio, de otro modo inevitable (tabla-12). Bacillus
circulans NRRLB-3312 sintetiza la But y contiene una APH(3’) con perfil
similar a la APH(3’)-Il encontrada en E.coli (10i). El gen que codificaba a
esta fosfotransferasa fué clonado y expresado en E.coli. Streptomyces fradie
productor de la Nm presenta actividad APH(3’') y AAC(3) frente a este

antibiotico (182).

En organismos productores de aminoglicésidos podemos encontrar
mecanismos de resistencia de las cepas clinicas y viceversa. Sin embargo,
existen excepciones. Las nucleotidilasas que se encuentran en aislados
clinicos de gram negativos y gram positivos, no se han detectado en
microorganismos productores de antibiéticos. La nucleotidilacién es una
modificacién enzimdatica de elevado gasto energético para la célula,
consumiendo ATP. La procedencia real de las nucleotidilasas podria ser
fosfotransferasas mutadas, 6 bién antiguos restos de una forma reversible de
activacién 6 inactivaciéon de una molécula glicosidica, de funcién

desconocida (65).
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TABLA-12.-

resistencia frente al antibiético sistetizado.

Microorganismos productores de aminoglicésidos y mecanismos de

ORGANISMO

ANTIBIOTICO

MECANISMO

Streptomyces fradiae

Micromonospora purpurea

Streptomyces kanamyceticus

Streptomyces griseus

Streptomyces hygroscopicus

Bacillus circulans

Neomicina B

Gentamicinas

Kanamicina A

Estreptomicina

Higromicina B

Butirosina

Fosforilacion (APH)
Acetilacién {AAC)

Modificacién 16S RNA

Acetilaciéon (AAC)

Alteracién ribosomal

Fosforilacién (APH)

Fosforilacién (APH)

Fosforilacién (APH)
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Recientemente se ha demostrado que AAC(3)-Ills de M.fortuitum y
de P.aeruginosa eran inhibidas por el oxalacetato (195). Se piensa que el
efecto inhibitorio se debe a una reaccion de condensacion entre el
oxalacetato y el Acetil-Coenzima A para producir citrato. Es posible que los
enzimas modificadores de aminoglicésidos posean afinidad por otros
componentes ademéas de los aminoglicésidos, y que tengan funciones metabéli-
cas no relacionadas con la modificacién de estos antibiéticos. De hecho, los
genes que codifican los enzimas son partes integrantes de los racimos de ge-
nes biosintéticos. Probablemente los enzimas actdan regulando las rutas bio-
sintéticas. Es una realidad que la clonacién de genes de resistencia en or-
ganismos productores ha mejorado visiblemente el rendimiento en la obtencién

de antibiéticos (65).

Como modelo para estudiar la evoluciéon y transferencia genética
de la resistencia a los aminoglicésidos en condiciones naturales se ha
elegido a las APH(3’) (190). La comparacién de la secuencia de aminodacidos
de los enzimas APH(3’)-1 del transposén Tn903 y APH(3')-II del transposén
TnS, detectados en gram negativos, y de la APH(3’)-Ill de Staphylococcus y
Streptococcus, de la APH(3')-IV de Bacillus circulans (productor de la
butirosina) y de la APH(3')-V de Streptomyces fradie (productor de la neomi-
cina) mostré que habian divergido de un antecesor comun. El hecho de que el
gen que codifica una APH(3’)-III en Campylobacter es idéntico al de
Streptococcus constituye una evidencia de transferencia de ADN entre gram

positivos y gram negativos.

Los microorganismos productores de antibiéticos constituyen una
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fuente caracteristica de plasmidos R. El mecanismo coherente de formacién de
estos plasmidos es el de transposicién, a lo que contribuye también la gran
variedad de transferencia genética interespecifica e intergenérica. El flujo
genético parece iniciarse en los estreptomicetos productores de anti-
biéticos, propagandose luego a otros microorganismos gram positivos y gram
negativos. Este trasiego genético es corroborado por el hallazgo de genes
idénticos (190) en gram positivos (Staphylococcus y Streptococcus) y en gram

negativos {Campylobacter spp.(134)).

3.6.-METODOS DE DETECCION DE LOS ENZIMAS MODIFICADORES.-
LLa deteccién e identificacién de los enzimas modificadores de

aminoglicésidos se puede realizar por tres métodos principales.

*Método Microbiolégico 6 Bioensayo.-
Se basa en la reduccién de los halos de inhibicién de los

aminoglicésidos producida por el extracto enzimdatico de las bacterias resis-

tentes.

Sobre un césped de una bacteria sensible se colocan diferentes
discos de antibidticos. Sobre estos discos se afiaden cantidades concretas de
extracto enzimatico. Dependiendo de la reduccién 6 no de los halos de inhi-

biciéon de los diferentes aminoglicésidos, podemos tener una idea de que tipo

de enzima actua.
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Una variacién de este método y que da mejor resultado es
incubar previamente el disco de antibidético con el extracto, el cofactor
adecuado (Acetil-coenzima A 6 ATP) y el tampdédn durante 30 minutos a 37°C.
Este método no diferencia las adenilasas de las fosforilasas porque ambos

enzimas utilizan el ATP como cofactor.

*Método Radioactivo.-

Este método se basa en la reaccién especifica que llevan a cabo
los enzimas. Las acetilasas transfieren el acetilo del Acetil-Coenzima A al
antibiético. Si marcamos el Acetil-Coenzima A con C14 a nivel del acetato,
la radioactividad pasara al antibiético. En el caso de las adenilasas que
llevan el adenilo del ATP al aminoglicésido, se utiliza ATP marcado con c*.
Las fosforilasas transfieren el fosfato del ATP al antibiético y se utiliza

ATP marcado con P32.

La reaccién se lleva a cabo mezclando el extracto enzimatico,
el cofactor marcado radioactivamente, el tampdn y el antibiético e incubando
normalmente a 37°C durante 30 minutos. De cada mezcla de reaccién se toma
una cantidad de muestra y se coloca sobre cuadrados de papel de
fosfocelulosa. Estos papelitos se introducen en agua a 80°C para detener la
reaccién enzimatica, se lavan varias veces y se secan. Los aminoglicésidos
por sus cargas positivas quedan adheridos al papel de fosfocelulosa, que
tiene cargas negativas. Durante el lavado excepto el antibidético todos los
demds productos son eliminados. Una vez seco el papel se pasa a determinar

la radioactividad. Segin el cofactor utilizado y el perfil de aminogli-
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-

coésidos marcados podemos identificar las diferentes clases, subclases y ti-
pos de enzimas (76). El problema de esta técnica se da cuando existen varios

tipos de enzimas cuyos perfiles de sustratos se solapan.

Bongaert y Vliegenthart (13) proponen que da mas informacién el
estudio de los efectos de la concentracion de los sustratos sobre las velo-

cidades de reaccién que el perfil tipico obtenido con una sé6la concentracién

de sustrato.

¥Método Genético.-

Se basa en la hibridacién del ADN de la cepa a estudiar con
sondas genéticas especificas de un enzima. Se han sintetizado sondas de
muchos de los enzimas modificadores de aminoglic6sidos. La hibridacién posi-
tiva de una sonda determinada con el ADN {plasmidico o total) de la cepa en
estudio indicaria la presencia del gen que codifica a ese enzima, y por
tanto, la existencia del propio enzima. Este método es muy especifico pués

sélo detecta el enzima definido por la sonda.

La combinacién del método radioenzimatico con la utilizacién de
sondas genéticas permite una identificacién precisa de los diferentes

enzimas.
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4.-PLASMIDOS DE RESISTENCIA (57,128,183).~

Al principio se pensaba que la aparicién de bacterias resis-
tentes a las drogas era el resultado de una mutacién espontédnea que la pre-
si6bn ejercida por el uso de ese producto terminaba por seleccionar. Sin
embargo, la frecuencia de mutacién no justificaba la diversidad ni la rapi-

dez de apariciéon de los mecanismos de resistencia.

Actualmente se sabe que muchos de los determinantes de resis-
tencia existian en las bacterias, a veces implicados en otras funciones

metabdlicas. A partir de estos organismos se transfirieron a otros.

Un gran numero de genes de resistencia se encuentra en ADN
extracromosémico, al que llamamos plasmido. los pldsmidos son moléculas de
ADN bicatenario que se multiplican independientemente en las células que los

alojan, y se heredan con regularidad al dividirse estas.

Tras su descubrimiento se creyd, por algin tiempo, que los
plasmidos constituian una rareza. Pero bién pronto salieron de su error. Se
encuentran pladsmidos en casi todas las especies bacterianas y probablemente
en la mayoria de sus células. Constituyen sélo una pequefia parte de! genoma
celular, en general del 1 al 3% El ADN es de 100 a 1000 veces mas pequeiio
que el cromosoma. Esto explica el que en una misma bacteria puedan coexistir
varios plasmidos. Su estructura es helicoidal y superenrollada, y aparece
como si los dos extremos de la doble hélice estuvieran retorcidos antes de
ser engarzados covalentemente. Esta conformacién entrelazada es conocida

como "circulo cerrado covalente" (ccc) de ADN.
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57.i28.i83).-

*INCOMPATIBILIDAD

Los plasmidos son unidades autorreplicables (replicones) e
independientes de la replicaciéon cromosémica. Unos dan lugar a una séla
copia de ADN, pero los hay que originan varias. Cada plasmido controla
auténomamente el nimero de copias que debe haber en cada célula hospedadora.
Para la replicacién necesitan unirse a un sitio especifico de la membrana
citoplasmatica. La competencia entre plasmidos emparentados por una misma
posicién en la membrana explica el concepto de INCOMPATIBILIDAD que sirve de
base para su clasificacién. Ademds, la membrana podria regular en parte la

replicacién y segregacién de los plasmidos durante la divisién celular.

Las funciones codificadas por los plasmidos no son esenciales
para el metabolismo normal de la bacteria. Sin embargo. le Flarén a la célula
hospedadora una supervivencia 6 ventaja en el crecimiento en determinadas
condiciones ambientales. Los plasmidos de resistencia a una droga conceden a

la célula que los poseen la capacidad de desarrollarse en presencia de

concentraciones letales de esa sustancia.

#CURACION:

Normalmente la divisibn de los plasmidos es paralela a la
division celular para transmitirse a las células hijas. En algunos casos
existe pérdida espontdnea 6 inducida probablemente como resultado de un
defecto de su replicaciéon. A esta pérdida de plasmidos se le denomina
CURACION. Este fenémeno puede ser el primer indicio para determinar la

especificidad del plasmido y la naturaleza de las propiedades que confiere.
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Las pérdidas espontdneas son frecuentes, pero en condiciones
experimentales se pueden incrementar. Un método muy utilizado es realizar un
cultivo en presencia de diferentes sustancias quimicas que promueven una
determinada frecuencia de curacién. El naranja de acridina (160), el bromuro
de etidio, la mitomicina C, la rifampicina, acriflavina, duodecil-sulfato-
sédico (SDS) (160), etc. actdan inhibiendo la replicacién del plasmido por
unién selectiva con el ADN plasmidico. La novobiocina actia inhibiendo la

ADNgirasa necesaria para superenrollar las cadenas de ADN (120) .

*CONJUGACION:

La capacidad de transferencia del ADN plasmidico desde unas
especies bacterianas a otras, es una de las propiedades mas interesante que
presentan estas moléculas. Desde el punto de vista médico es muy importante
por las implicaciones que tiene en la difusién de la resistencia miltiple a
antibiéticos entre especies bacterianas tanto patégenas como inécuas. El

proceso de trasferencia ha sido llamado CONJUGACION.

La transferencia del ADN durante la conjugacién es un fendémeno
complejo. Requiere el contacto entre las paredes celulares de las bacterias
donadora y receptora, ademas de la sintesis de "pilis" sexuales por la
célula donadora. La informacién genética necesaria para este proceso se

encuentra en el propio plasmido.

Algunos de los plasmidos mas grandes, de peso molecular
superior a 20x10° Daltons , transportan los genes que facilitan a la célula

hospedadora la transferencia del pldsmido. A estos plasmidos se les llama
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plasmidos conjugativos. Se denomina plasmido no conjugativo al que no posee
la informacién necesaria para la transmisién por conjugacién. Normalmente

los pldsmidos con peso molecular bajo suelen ser no conjugativos.

*MOVILIZACION:

Se ha observado un fenémeno curioso en bacterias gram negativas
portadoras de dos plasmidos, uno conjugativo y otro no. Consiste en que al
transferirse el plasmido conjugativo se puede transmitir también el no
conjugativo. A este suceso se le conoce como MOVILIZACION. El primero en la

mayoria de los casos moviliza al segundo.

Existe un método que aprovecha la movilizacién, para cuando
queremos transferir plasmidos no conjugativos de una cepa a otra. Para este
método necesitamos diferentes elementos: una cepa donadora que posea el
factor de transferencia (pD); otra cepa intermedia portadora de un pldsmido
no conjugativo (plI) con el fenotipo interesante; y por ultimo wuna cepa

receptora.

Este procedimiento facilita la transferencia de plasmidos en
principio incapaces de transferirse. Incluso el mismo cromosoma bacteriano 6

parte de él puede movilizarse si se integra en un plasmido conjugativo.

*¥*TRANSDUCCION. -

Otro proceso por el que se pueden transferir los pldsmidos no
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conjugativos es la TRANSDUCCION. El plasmido se inserta en el genoma de un
fago que se encuentra en la bacteria donadora y es transmitido por el virus

cuando infecta a otra bacteria (receptora).

*TRANSFORMACION. ~

Experimentalmente se pueden introducir plasmidos en las
bacterias por TRANSFORMACION. Consiste en internar el ADN plasmidico en una
bacteria receptora. Para ello la célula tiene que ser "competente", es
decir, las paredes bacterianas deben estar permeabilizadas para que el ADN
pueda atravesarlas y pasar al interior celular. En este proceso sb6lo se

necesita el ADN plasmidico (no la célula donadora) y la célula receptora.

*¥TRANSPOSONES. -

Los pldsmidos dentro de la célula pueden sufrir modificaciones.
Tienen la posibilidad de recombinarse, bien con el ADN cromosémico 6 bien
con otros plasmidos. La integracién produce un cambio de los genes respecto
a la situacién original. Esta recombinacién entre unidades de ADN
cromosémico y plasmidico, esta controlada por enzimas del tipo de las

recombinasas y de las integrasas.

La integracién es mas & menos estable. En ocasiones, durante la
divisién celular, por defecto en la replicacion 6 en la segregacién se

pierde el plasmido y con él las caracteristicas que aportaba.

Existen segmentos de ADN que por su estructura génica tienen la
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capacidad de salirse de su posicion e insertarse en otra. A estos elementos
se les denomina TRANSPOSONES. Pueden formar parte tanto de plasmido como del
genoma bacteriano 'y ser los responsables de la recombinacién. Tienen un
importante papel en la evolucién de los plasmidos bacterianos, pricipalmente

los de resistencia.

*TIPOS DE PLASMIDOS. -

Los plasmidos pueden llevar informaciéon de propiedades muy
variadas.

#¥*Factores sexuales: contienen los genes necesarios para que se
lleve a cabo la conjugacién.

*¥Factores col: portan la informacién genética de las bacte-
riocinas (proteinas de determinadas bacterias letales para otras del mismo
género 6 seme jantes).

*¥Determinantes de patogenicidad: Existen plasmidos que deter-
minan la patogenicidad de ciertas‘ bacterias en los mamiferos. Los plasmidos
"Ent" codifican la sintesis de las enterotoxinas. Los plasmidos "Inv" son
los responsables de la capacidad de penetracién en las células epiteliales
del intestino, de las bacterias enteroinvasivas (Shigella, E.coli).

¥xFactores de Resistencia: conocidos también como plasmido R
presentan determinantes genéticos responsables de la resistencia de ciertas
bacterias. lLos plasmidos R pueden promover la elaboracién de enzimas
degradantes 6 modificadores, como es el caso de R-lactamasas en la
resistencia a B-lactamicos y de fosfotransferasas, acetilasas 6 nucleo-

tidilasas en la resistencia a los aminoglicésidos.
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Son interesantes desde el punto de vista clinico por las
implicaciones en el uso de antibiéticos. Su importancia aumenta cuando estos
plasmidos R son conjugativos y causan muchas veces los fallos en la terapia

antimicrobiana con antibiéticos.

El uso intensivo e indiscriminado de antibiéticos selecciona la
poblacién resistente de la flora normal. Esta puede transferir sus plasmidos
R a algin microorganismo patégeno. Los antibiéticos facilitan esta
transferencia porque propician un medio ambiente en el que sélo las
bacterias resistentes a los farmacos pueden desarrollarse. Destruyen la
mayor parte de la flora normal del intestino y aumentan su capacidad de
invasién por otras bacterias. Provocan condiciones de pH y oxigenacién en el
interior del intestino que favorecen una mayor frecuencia de conjugacién y

transmisién de plasmidos.

Como estas condiciones de selecciéon se dan con mayor frecuencia
en los hospitales, la adquisicion de pladsmidos por bacterias como E.coli,
P.aeruginosa, S.marcescens, Klebsiella y Proteus, especies que son muy

abundantes, plantea problemas epidemiolégicos graves.

100

i6n realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

ios autores. Digitali

©Del



MATERIAL Y METODOS




Las cepas de Enterobacterias objeto de este estudio fueron
obtenidas a partir de cultivos de muestras de pacientes del Hospital Insular

de Las Palmas.

l.as muestras que llegaban al laboratorio se sembraban en Agar
sangre y en Agar MacConkey y se incubaban en una estufa a 37°C durante 24
horas. Transcurrido este tiempo, se elegian colonias aisladas y se procedia
a su identificacién bioquimica y al andlisis de su sensibilidad a

antibiéticos.

El criterio de eleccién de las Enterobacterias de este trabajo

fué que las cepas expresaran resistencia a uno 6 mas aminoglicdsidos.

5.~ IDENTIFICACION BIOQUIMICA.-

La identificacién bioquimica se ha realizado utilizando el
sistema APl 20E. Este sistema es una versién miniaturizada y estandarizada
de los procedimientos convencionales para la identificaciéon bioquimica de

Enterobacteriaceae y otras bacterias gram negativas.
Consiste en una combinacién de microtubos a los que se ha afa-

dido una serie de reactivos, que permiten llevar a cabo un minimo de veinte

pruebas bioquimicas diferentes a partir de una séla colonia bacteriana.
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6.- MEDIOS DE CULTIVO.-

6.1.- MEDIOS DE AISLAMIENTO.-
* Agar de MacConkey (Difco):

Composicidén:

PEptona --eeeeesrrereserereonrarmateteninaan, 17,000g
Proteasa-Peptona ««e--reeeereeseeenseaannses 3,000g
LLACLOSA +ssevsrsrrsrantensssnnsnmcacsanssraccanns 10,000g
Sales biliares cvecesreresernrresassacansaseanns 1,500g
ClOruro SOAICO +rerrseserrsrsarsansansssnncans 5,000g
L T R R RTRTRTE 13,500¢g
ROJO NEULEO-+reeserensremnaermniremnianiienne. 0,030g
Cristal Violeta - -ecererseerercmersmmnnmnninnens 0,001g

pH (25°C):7.1

Preparacién:
Se rehidratan 50g del medio en un litro de agua destilada,
calentando hasta su total disolucién. Se esteriliza en autoclave a
durante 15 minutos. El medio se dispone en placas de 10cm de didmetro.

espera a que solidifique y se incuba a 37°C durante 24 horas para asegurar
p

su esterilidad.

¥ Agar Sangre:

Composicién: Como medio base se utilizé Agar con soja tritica

(Difco).

Triptona c-s-seerererrmnriiriiiirenninnieeanens 15,0g

Peptona de S0ja «-eeeseceverereramnnniiennnins 5,0g
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pH (25°C):7,3

Preparacion:

Se rehidratan 40g del

calentando hasta su total disolucion.

durante 15 minutos. Cuando el medio estda aproximadamente a 45°C se le afiade

la sangre en condiciones asépticas.

de 10cm de diametro y se espera a que se solidifique. Las placas se incuban

Se dispone el

Se esteriliza en autoclave a

medio en un litro de agua,

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

6.2.- MEDIOS DE PROPAGACION.-

#* Agar infusién de cerebro y corazén (Difco):

Composiciodn:

Infusién de cerebro de ternero ------- 200,0g
Infusién de corazoén de buey-------ecexee 250,0g
Proteasa-Peptona s-=--+-seseseserssnernenennns 10,0g
DEeXTIrOSA ssevsseeceasctnseescccsnncssccssssscssnnsaen 2,0g
CIOTUIO SOAICO ceeeenveeeenreecnraeenneasensanans 5,0g
Fosfato disOdico «cvereecenrareneniviccinannnanns 2,5g
AGAr eeesersesrttttiniieiicrtee st e, 15,0g

pH (25°C):7,4

Preparacidén:
Se rehidratan

destilada calentando hasta su total

52¢ del

disolucién.

medio en un litro de agua

Se esteriliza en autoclave a

121°C durante 15 minutos. Se distribuye en placas de 10cm de diametro, las
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o qops . (o]
cuales una vez solidificadas, se incuban a 37 C durante 24 horas para

asegurar su esterilidad.

#* Caldo de infusién de cerebro y corazoén.

Composicion:

Infusién de cerebro de ternera-s...--- 200,0g
Infusién de corazdén de buey::----e-eeee- 250,0g
Proteasa-Peptona «-seeceeeeeseasisieniennennes 10,0g
DEeXtrOSaA -ecececererntssacearerencnsascscnscsasarens 2,0g
Cloruro SOAICO +esrresrieerracerrarerensierncnnens 5,0g
Fosfato diSOdiCo «eesrerererirerarsernnseiacnenns 2,5g
AQAD -+=+reeerrnrnaaraererntniereeerrneenennaan 15,0g

pH (25°C):7.4
Preparacién:
Se rehidratan 37g del medio en un litro de agua destilada
agitando hasta su total disolucién. Se dispensa la cantidad deseada en tubos
y se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se incuba a 37°C

durante 24 horas para asegurar su esterilidad.

* Medios para la conservacién de cepas:

Composicién:

Bacto-Peptona (Difco)...ceeeeiaecenaaianaas 10,0g
Cloruro sOdiCO ccreecrarvrecennrionsncenncenns 5,0g
Bacto—Agar ....oevreetinenreeeareciinaninans 10,0g

Preparacion:

Se resuspenden los ingredientes en un litro de agua destilada
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calentando hasta su total disolucién. Se dispensa el medio en tubos pequefios
(10x90mm) con tapén de rosca. Se esteriliza en autoclave a 121°C durante 15
minutos y se deja solidificar con los tubos inclinados. Se incuba a 37°C

durante 24 horas para asegurar su esterilidad.

6.3.- MEDIOS PARA EL ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.~
* Agar de Mueller-Hinton (Difco):

Composicién:

INFUSION & CAFME-++terrteeneasenrsetmaannnas 300,0g
Acidos de Casamino (técnicas}) «--«+--«:-- 17,5g
AlMTAON v revereerrenroaraanraocrinrrasmeasicassanss 1,5g
AT -eeesserenemnearentee et 17,0g

pH (25°C):7,4
Preparacidn:

Se rehidratan 38g 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 l4cm de
diametro. Una vez solidificadas las placas, se incuban a 37°C durante 24

horas para asegurar su esterilidad.

6.4 MEDIOS PARA CONJUGACION, TRANSFORMACION Y EXTRACCION DE PLASMIDOS.-

* Medio LB ("Luria-Bertani"):

Composicién:

Bactotriptona ................................... IO’Og
Extracto de levadura -+« -cccoerseseananvanens S'Og
Cloruro s6dico s erevsserrerctcrtarcantecsnceccaan S’Og
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Preparacion:

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

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

* Medio de MacConkey con antibiético:
El agar de MacConkey se prepara como vimos anteriormente,
pero antes de distribuirlo en placas se deja enfriar hasta 55-60°C. A esta
temperatura se le afiade soluciones de antibidticos. Se mezcla bién y se

reparte en placas.

El MacConkey con antibidtico se utiliza para seleccionar a los
transconjugantes y a los transformantes. En la seleccién de los trans-
conjugantes se utiliza MacConkey con 4cido nalidixico y un aminoglicésido.
En la seleccién de los transformantes se utiliza sélo aminoglicésidos. lLa
concentracién de acido nalidixico en las placas es de 100mg/l, de Sm y Gm es

de 10mg/1, de Nt, Km y AN es de 25mg/] y de Tm es de Smg/I.

7.-ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS.-

7.1.— ANTIBIOGRAMA. -
En los laboratorios de Microbiologia se plantea diariamente la
necesidad de conocer la resistencia de un gran numero de cepas a diferentes

antibidticos de una manera rdpida y fiable. Este problema se ha resuelto con

el Antibiograma.
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El procedimiento utilizado es el método de Kirby-Bauer de

dilucién en placa.

Se emplea un medio estandarizado, Agar de Mueller-Hinton
(Difco), que carece de &cido para-amino-benzoico antagonista de las

sulfamidas.

A partir de una colonia aislada se prepara una suspensién bac-
teriana en solucién salina estéril, hasta obtener un inéculo aproximadamente
de 10%fc/ml. Con un hisopo estéril humedecido en la solucién se impregna
uniformemente toda la placa. Una vez seca, se colocan los discos de anti-
biéticos. Después de incubar a 37°C durante 24 horas se miden los halos de

inhibicién que se hayan originado alrededor de los discos.

De acuerdo con los criterios de interpretacién utilizados
habitualmente, las bacterias se clasifican como (157):

Sensibles: Aquellas que son inhibidas facilmente con las con-
centraciones de antibiético que se alcanzan en sangre tras la administracién
de las dosis consideradas como normales.

Moderadamente sensibles: lLas que se inhiben solamente con las

concentraciones que se alcanzan en las zonas donde el antibiético se
concentra -sensibilidad condicionada (208)- 6 con concentraciones que se
alcanzan en sangre tras la administracién de dosis mas elevadas de las
habituales.

Resistentes: Las que no se inhiben con las concentraciones que
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se alcanzan en sangre tras administrar las dosis maximas que se pueden

emplear en clinica.

Las caracteristicas de los discos de antibidéticos que se han

empleado en este estudio se recogen en la tabla-13

7.2.- CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA.-
La concentracién minima inhibitoria (CMI) para una cepa y un
antibiético determinado se define como la menor concentracién del producto a

la que no hay crecimiento visible.

El calculo de las CMIs se realiza con el método de macro-

dilucién en placa con el replicador de Steer.

Se preparan diluciones seriadas de cada antibiético, tal que
cada concentracién sea la mitad de la anterior. Cada una de las soluciones
de antibiético se aiflade a matraces con 150ml de Agar de Mueller-llinton
esterilizado y enfriado hasta 55-60°C. Se agita y se vierte en placas de
Petri de 10cm de diametro. El intervalo de concentraciones empleado va desde

128 mg/1 a 0,06mg/l.

Por otro lado se preparan suspensiones bacterianas en solucién
salina estéril hasta obtener una turbidez que coincida con la de un patrén

McFarland del 0,5. Se rellenan los pocillos del replicador con 400ul de
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TABLA-13 .- Caracteristicas de los discos de antibiéticos utilizados en
el antibiograma.Entre paréntesis se indica la abreviatura de los

nombres de los antibidticos.

DI/ZMETRO DE LAS ZONAS

ANTIBIOTICOS ABREV. CARGA R I S
AMIKACINA {AN) 30 14 15-16 17
AMPICILINA (AM) 10 11 i2-13 14
DIBEKAMICINA (DKB) 10 12 13-14 15
GENTAMICINA (Gm) 10 12 13-14 15
KANAMICINA {Km) 30 13 14-17 18
A.NALIDIXICO (AN) 30 13 14-18 18
NETILMICINA (Nt) 30 12 13-14 15
SISOMICINA (Ss) 10 12 13-14 15
ESTREPTOMICINA (Sm) 10 1 12-14 15
TETRACICLINA (TE) 30 14 15-18 19
TICARCILINA (TIC) 75 11 12-14 15

TOBRAMICINA {(Tm) 10 - 12 13-14 15
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estas suspensiones. Mojando el cabezal del replicador en los pocillos se va

inoculando cada placa. Todo se realiza en condiciones asépticas.

. [»]
Las placas se incuban en un estufa a 37 C durante 18-24 horas.
Pasado este tiempo, la menor concentraciéon de antibidético que no presenta
crecimiento se toma como CMI. Se considera como crecimiento visible a partir

de tres colonias.

8.-OBTENCION DE EXTRACTOS ENZIMATICOS.-

Se inocula 100ml de caldo de infusién de cerebro y corazén con

un cultivo fresco del microorganismo en estudio.

Se incuba durante 24 horas a 37°C con agitaciéon en un agitador
orbital (Lab-Line Instrumenrs Inc.). Se recoge en tubos de centrifuga de
200ml. Se centrifuga durante 10 minutos a 8000rpm en una centrifuga Sorvall
RC5B refrigerada a 4°C. Se desecha el sobrenadante y se lava el sedimento
resuspendiéndolo en 10ml de tampédn de sonicado frio (4°C). La centrifugacién

y el lavado se repiten dos 6 tres veces.

Tras la udltima centrifugacién se resuspende el sedimento en 2ml
de tampén de sonicado frio. Se transfiere a un tubo de vidrio y se introduce
en un bafio de hielo para llevar a cabo la sonicacién. Esta se realiza a una
amplitud de 70 watios en un sonicador Lab-Sonic System con microtip

(Lab~Line Instruments Inc. EEUU). Se dan pulsos de sonicacién de 40 segundos
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con intervalos de 20 entre ellos, hasta totalizar 3 é 4 minutos.

Una vez efectuada la sonicacién se transfiere con pipetas
Pasteur a los tubos de centrifuga de 10ml. Se centrifuga 30 minutos a 20000
rpm. Se recoge el sobrenadante, se reparte en alicuotas y se congela hasta

su posterior utilizacion.

9.- ENSAYO DE ENZIMAS MODIFICADORES DE AMINOGLICOSIDOS. -

La actividad de los enzimas modificadores se puede detectar por
medio del ensayo de fijacién en papel de fosfocelulosa, ideado por Davies y
col. (76), que mide la transferencia de radioactividad desde un cofactor

adecuado al antibiético.

La mezcla de reaccién consta de tampén, cofactor marcado,
extracto enzimdatico y antibiético. La parte marcada del cofactor pasara al
antibiético por acciéon del enzima modificador. Haciendo uso de la propiedad
de los aminoglicésidos de ser fuertemente bdsicos (debido a sus grupos
aminos) y estar cargados positivamente a pH comprendido entre 5 y 9, podran
enlazarse facilmente a un papel de fosfocelulosa cargado negativamente. Si
impregnamos un papel de fosfocelulosa con la mezcla de reaccion, después de
producida ésta, y lavamos con agua , la medida de radicactividad nos dara el
informe necesario. Si se detecta radioactividad significa que existia un

enzima modificador.
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TECNICA:

Los componentes del ensayo se mezclan en tubos de Ix7mm
colocados en bafios de hielo. Dependiendo del tipo de actividad que queramos
detectar variaran los componentes del ensayo.

* Ensayo de Fosforilacién:

10ul de tampén de fosforilasa

10ul de la solucién de P°°-ATP

10ul de extracto enzimatico

2u! de solucién de antibiético de 10mg/ml

#* Ensayo de Nucleotidilacién:

10ul de tampén de adenilasa
10ul de solucién de CY'-ATP
10ul de extracto enzimatico
2ul de solucién de antibidtico de lmg/ml

* Ensayo de acetilacioén:

10p]1 de tampén de acetilasa
10ul de solucion de c'*-Acetil-Coenzima-A
10ul de extracto enzimatico

2ul de solucién de antibidtico de Img/ml
Se deben colocar siempre en cada serie de ensayo, tubos control
en los que se mezclan todos los componentes excepto el extracto enzimatico 6

el antibidtico.

Agitamos los tubos y los ponemos a incubar en un bafio a 30°C

durante 30 minutos. Pasado este tiempo, volvemos a colocar los tubos en un
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bafio de hielo y transferimos 20ul de cada tubo a un cuadrado (lcmz) de papel
de fosfocelulosa Whatman P-81 (Bolston LTD, England), numerado con lapiz y

sujeto con alfileres a un bloque de poliuretano.

Después de 30 segundos a temperatura ambiente, los papeles, con
sus correspondientes alfileres, se introducen en un vaso con unos 500ml de
agua destilada a 80°C durante 3 6 4 minutos, con el fin de detener la
reaccién. El liquido, que contiene cofactor marcado y no empleado, se
desecha. Los papeles se lavan tres 6 cuatro veces con agua destilada fria y

luego se secan con lamparas de rayos infrarrojos.

Los papeles se colocan en viales que contienen S 6 10ml de la
solucién de contador de centelleo, y se cuentan (Becman liquid Scintillation

System, mode! 1.S-100C).

El curso de la inactivacic’)n_con el tiempo se puede determinar
por simple aumento de la cantidad de mezcla de reaccién y retirando muestras
a diversos tiempos para contarlas. Las variaciones de actividad por cambios
de la concentracién de sustratos se pueden estudiar realizando el ensayo con

diferentes concentraciones de antibiético.

REACTIVOS:

*¥Tampén de sonicado: Tris-HCl 10mM, MgCl2 10mM, NHiCl 25mM,
B-mercaptoetanol 0,6mM, pH:7,6-7,8.

Composicién:

Tris-HCI S0mMM ssovserrencecennerinrieanannas 200ml!
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Trizma-HCl 5,72g

Trizma-base 1,66g

Agua destilada csp 1000ml
MgC12. 6H20 -+ ereserenerannmannunnniennnnennne. 2,0330g
NHGC] --veveseceennsrsecssanessrescesanenssansaares 1,3375g
B-mercaptoetanol (8:1,1168g/ml) -+«----- 0,42ml
Agua destilada CSp:resreesrenceseniiannnn 1000mi

Preparacién:

Mezclar los componentes y disolver bién.

entre 7,6 y 7,8 con HCl 6 con NH4OH.

*Tampédn de Fosforilasa:

Composicién:

Tris—HCL 1M terevesncerececseresrsosasnroonsnnas 2ml
Trizma~HCI 14,04g
Trizma-base 1,34g
Agua destilada csp 100ml

MECI2 IM eeerercastunmeuimecmueniimennearansanenns 1,25ml
MgCl2.6Hz20 20,33g
Agua destilada csp 100ml

NHAC] 2M reeesrerrancarenrnns e e 6,00m!
NHaCl 10,69g
Agua destilada csp 100m!

Ditiotreitol O,SM resrseerercreiieiiiiinccacann, 0,10ml
DDT 3,86g
Agua destilada csp 50ml
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Agua destilada «--reeiieiieiiiiaaiiiiiiini... 15,00ml
Acido maleico IM
Preparacion:
Se mezclan los componentes y se ajusta el pH a 7,1 (4°C)
con acido maleico IM. Se completa con agua destilada hasta 30ml y se vuelve

a ajustar el pH. Si es acido, se ajusta con amoniaco.

*Tampén de adenilasa:

Composicion:
Tris—HCL 1M ecreererencaesnrrarsnesnrmniacanees 2,00ml
MECI2 IM -eererenrencrmerimmnernnacraneanennennes 1,25ml
NHACE 2M -ccveerrnrnriiuruenenimeisseneieraienees 6,00ml
Ditiotreitol 0,5M - eevececerererinuvirirennnns 0,10m!
Agua destilada «re-reereereernreceniineennnn. 15,00ml

Acido maleico
Preparacioén:
Mezclar y disolver bién. Ajustar el pH a 8,0 (4°C) con
acido maleico. Completar hasta 30ml con agua destilada. Ajustar el pH de

nuevo. Si es acido, se ajusta con amoniaco.

*Tampdn de acetilasa:

Composicién:
TrIS=HCL 1M reercererenernnrrnesrnceenaennnenns 25ml
MECIZ IM reenremnniriimenennreeneeinaetneennnss 5ml
Ditiotreitol 0,5M.ceceerecerrearoterraceerennnss iml
Agua desjonizada:-«svecererennienraeiniinanes 40ml
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Preparacién:
Mezclar y disolver bién. Ajustar el pH a 7,1 (30°C) con

HCl 6 acido maleico y se completa hasta 100m] con agua desionizada.

*Solucién de P ’~ATP:

Composicidn:
ATP S50mMM pH:7,2eerereererransreesnnanaeens 15pl
ATP 0,2756¢g
Agua destilada 10ml
R S 10-100pul1

El isétopo de fésforo P? tiene una vida media muy
corta. Pasado un mes de la fecha de marcage del ATP
hay que afladir 10ul mas por cada semana que pase.
S6lo se puede llegar hasta 100ul ya que pasado éste
tiempo el P*? ha perdido su actividad.
Agua desionizada -«-eeeeeereernrerraraeananes 1ml
Preparacion:
Se mezcla y se mide la actividad de la preparacién. Se
considera util una actividad de unas 20000cpm/ul de solucion. Si da menos
debe afiadirse mas P°’-ATP. Para un ensayo prospectivo se puede utilizar con

menos actividad.

*Solucién de C'*-ATP (10pi/ml):
Composicién:
ATP O,IM ............................................ 25}1]

ATP 5,072g
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Agua 100ml

CM-ATP (254Ci/ml) weeeereeesannceraanena 1,000ml
Agua desionizada --++--esesaeeieriieiiaaae., 1,475ml
Preparacién:

Mezclar y comprobar actividad.

#*Solucion de Q”—Acetil—Coenzima A:

Composicién:

c'*-Acetil-Co-A (50-60Ci/mol).

Acetil-Co-A trilitium -ccccceeiiiiceecnnnnis 3,52mg
Agua desionizada ....ereveeieieiinenianiianiiia.. é6ml!
Preparacién:

El C'-Acetil-Co-A viene liofilizado en envases con
50-60Ci/mol de actividad. A este envase se le afiade 2ml de agua y se agita.
Pesamos los 3,52mg de Acetil-Co-A sin marcar y lo disolvemos en 4ml de agua.
A continuacién se mezclan las dos suspensiones y se comprueba la actividad

de la solucidén.

*Solucién de antibidticos:

Ensayo de fosforilasas:ss-s-seeeceeeecanee. 10mg/ml

Ensayo de adenilasas y acetilasas-+-+-- Img/ml

*Liquido de centelleo:

Composicién:
PPO (2,5-Difeniloxazol) «sss-meeeereeaeene. 3,0g
POPOP#* ++eesstssssescsartatasticcescnassnncconnrns 0,1g
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*(1,4-bis(2-(5-feniloxazolil))benzeno)
TOLUEIIO -+ -+ venrrrrrernrmrarerarsnensnsnsnsnennns 1000ml
Preparacion:
Se mezclan los componentes y se deja agitando toda la

noche.

10.- TRANSFERENCIA DE ADN PLASMIDICO.-

10.1.- CONJUGACION .-

El proceso se inicia inoculando tubos de Sml de LB con cultivos
frescos de la cepa donadora y receptora. Se incuban en una estufa a 37°C
durante 24 horas. Pasado este tiempo se toman S50ul del cultivo de Ila
donadora y 100ul del cultivo de la receptora y se depositan sobre una placa
de medio rico (119} que puede ser de agar de infusiéon de cerebro y corazdn 6
agar con soja triptica (Difco). Se mezclan bién sin extender por toda la
placa. Se incuban en una estufa a 37°C durante 24 horas. Se recoge todo lo
que ha crecido y se resuspende en 5ml de solucién salina. De esta suspensidén
se toman 100pul y se extiende en placas de MacConkey con acido nalidixico y
un aminoglicésido. La extensiéon se realiza con una pipeta Pasteur doblada.

Se incuban en una estufa a 37°C durante 24 horas.

A las colonias aisladas se le hace un antibiograma. En caso de
un crecimiento denso se hara un aislamiento previo al antibiograma. La cepa
receptora de conjugacion es un E.coli K.12 resistente al &cido nalidixico y

lactosa positivo. Con algunas de las cepas resistentes al &acido nalidixico
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se utilizé, como receptora para la conjugacién, una estirpe de E.coli

resistente a 1000ug/ml de estreptomicina.

10.2.- TRANSFORMACION .-
Se ha empleado el procedimiento de transformacién con Cloruro

calcico (110).

Se inocula 10ml de medio LB con una colonia de la bacteria a

transformar y se incuba a 37°C durante 18 horas.

En un erlenmeyer de 250ml de capacidad y con 150mi de LB se
introduce 1ml del cultivo crecido. Se incuba a 37°C con agitacién hasta una

densidad de 5xlO7 cells/ml (D.0ss50=0,5).

Se transfiere a tubos estériles de centrifuga de 200ml de
capacidad y se deja en hielo durante 10 minutos. Se centrifuga a 8000 rpm
durante 5 minutos y a 4°C. Se descarta el sobrenadante y se resuspende en
172 del volumen inicial de una solucién fria de 100mM ClaMg y 10mM de
Tris-Cl. Se mantiene a 4°C hasta el dia siguiente (i12-24 horas). Ahora ya
tenemos a la célula receptora competente, es decir, preparada para poder

adquirir al ADN.

La mezcla de transformacién consta de 200ul de células compe-
tentes, 10-15ul de la solucién de ADN (en Te: 10mM Tris a pH=8 y ImM de

EDTA, 6 en agua destilada).
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Esta mezcla se mantiene en hielo de 30 a 45 segundos. Luego se
introduce en un bafio a 42°C durante 3 minutos. Se saca y se deja 15 minutos
a 4°C. Se afiaden 700ml de LB y se incuba 1 6 2 horas a 37°C. Gotas de 100pul
de este cultivo se depositan en placas de MacConkey con un aminoglicésido.

Se cultiva a 37°C de 24 a 48 horas.

A las colonias que hayan crecido se les hace un antibiograma
para confirmar la adquisicion de la resistencia y wuna extracciéon de

plasmidos para identificar el plasmido introducido.

11.- ANALISIS DEL ADN PLASMIDICO.-

11.1.- EXTRACCION DE ADN PLASMIDICO.-

La extraccién de ADN plasmidico se llevo a cabo por el Método

de Lisis Alcalina de Kado y Liu (87).

Se prepara un cultivo de la célula en estudio en Sml de medio

LB y se incuba a 37°C durante 18 horas.

Se centrifuga 1,5ml del cultivo en tubos Eppendorf a 14000 rpm
durante 3 minutos en una cetrifuga Eppenforf 5415. Se elimina el sobrena-
dante. Se afiade al mismo tubo 1,5Sml mas de cultivo y se repite la centrifu-

gacién. Se elimina el sobrenadante completamente.

Se resuspende el sedimento en 200ul de TEK y luego se le afiade
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400ul de la solucién de lisis de Kado. Se mezcla por inversién y se incuba

en un bafio a 55°C durante 30 minutos.

Pasado este tiempo se le aflade 600uml de fenol:cloroformo (1:1)

y se mezcla en el agitador de tubos. Se centrifuga 7 minutos a 14000 rpm.

Se recogen 450ul de la fase acuosa superior evitando tocar la

interfase blanquecina, y se pasan a un nuevo tubo Eppendorf.

Se afiaden 100ul de la solucién de acetato potasico 3M y pH:4,8.
Se mezcla por inversion del tubo y se mantiene 10 minutos en un bafio de

hielo. LLuego se centrifuga S minutos a 14000 rpm.

Del sobrenadante se cogen 400 ul evitando tocar el precipitado

y se transfieren a un nuevo tubo Eppendorf.

Se afiaden 800ul 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
conseguido mejores resultados manteniendolos a -20°C hasta el dia siguiente.

Posteriormente se centrifugan 7 minutos a 14000 rpm.

Se elimina con precaucién el Etanol, evitando perder el
precipitado de ADN. Se afiaden 500ul de Etanol al 70% a temperatura ambiente
y se mezcla por inversién. Se centrifuga 5 minutos a 14000 rpm y se elimina
con precaucion el Etanol. Para que se evapore completamente mantenemos los

tubos abiertos en una estufa a 45°C durante 10 minutos. Una vez estén secos
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los tubos se le afiade de 30 a 50 ul de agua fria destilada y estéril 6 de

TE.

11.2.- ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA (87,110).-

Los geles se preparan disolviendo la agarosa por calentamiento
en tampédn 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 se

depositara la muestra. Se utiliza una concentracién de agarosa del 0,7%.

LLa electroforesis se lleva a cabo sumergiendo el gel en tampén

TAE en una cubeta horizontal en cuyos extremos se colocan los electrodos.

El ADN se visualizara en el gel por tincién con Bromuro de
Etidio (0,4-1,0ug/ml) durante 15-30 minutos, y posterior exposicién a luz

ultravioleta con un transiluminador LKB 2011 MACROVUE.

Los geles se fotografian con una camara Polaroid MP-a y
carretes Polaroid 667. Algunas fotografias se tomaron con una camara NIKON y

pelicula pancromatica de 400-650ASA (DIN 27-29).

11.3.-REACTIVOS PARA EL ANALISIS DE ADN PLASMIDICO.-
*TEK: Tampén de Tris-base 40mM y EDTA 2mM.

Composicién:

TrisSma—bDase «veecececrcreseracscacascescnnsons 4’85g
EIDTA vovvveeerersencsectesaosatemeenarannnnnneones 0,75g
Agua destilada  cgpeeeeerriieienienieen. 1000ml
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Preparacién:
Disolver los componentes anteriores y ajustar el pH a 8.
Esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C. Se puede conservar a tempe-

ratura de laboratorio. La solucion se prepara 10 veces concentrada.

*Solucion de lisis de Kado: Tris-base 5S0mM y SDS al 37 pH:12,6.

Composicién:

a) NaOH 4M:
NaOH #+-vevreerrseressancsnetecsccensassonsancaann iég
Agua destilada  csprreeeeereieiieninn 100ml

Disolver y distribuir en alicuotas. Conservar a -20°C.

b) Solucién base de Kado:

TriZmna—base ccceeecscrscosercsscnnsecsscsasacaces 0,6g
SDS trenenrenniniiiiir e eae 3,0g
Agua destilada CSP +ereseeenrasaniacanns 100ml

Disolver y conservar a 4°C,
Preparacion:
A 100ml de la solucién base de Kado se le aiiade 200ul de

NaOH 4M. Agitar y ajustar el pH a 12,6. Debe utilizarse inmediatamente.

#Solucion de Acetato potdsico 3M:

Composicién:
Solucién de acetato potdsico SM:--:---- 60,0m!
Acetato potdasico 49,1g
Agua destilada csp 100ml

. [¢]
Disolver y conservar a 4 C.
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Acido acético glacialescseereceerameaennanns 11,5ml
Agua destilada «eeeeermerammonaeacnniiaen. 28,5ml

Preparacion:
Mezclar y comprobar que el pH sea 4,8, si no, ajustar. Se

o oy . .2
conserva a 4 C y es utilizable hasta dos semanas después de su preparacién.

*Etanol al 707%:

Composicién:
Etano] al 967 «ccvecreeeramtasnrasamnenraacsienns 70ml
Agua destilada -eeereesseeeseserserenmenmnnnnne 30ml
Preparacion:

A los 70ml de Etanol al 967 le afiadimos el agua hasta

llegar a 100ml.

#¥TAE: Tampén Tris-acetato 40mM y EDTA ImM. Este tampén se
prepara S0 veces concentrado (TAE 50x).
Composicidn:
EDTA O,25M rescocerrrrseeremnnenineininn.., 200,0ml
EDTA 93g

Agua destilada csp 1000ml

TriZmMa—base cccceerererrerecresereiarencencsnas 242,0g
Acido acético glacial -ererrrrrerrereeneneana.. 57,1ml
Agua destilada  csperesserereninnieaaaans 1000,0ml

Preparacién: ﬁ

Disolver y ajustar el pH a 8. Esterilizar en autoclave 15

minutos a 121°C. Se puede conservar a temperatura de laboratorio.
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Para obtener un litro de TAE, se mezclan 20ml de TAE 50x con

980ml de agua destilada.

*Fenol:

El fenol que utilizamos viene en estado sélido (Sigma P.3653)
y lo licuamos en un bafio a 68°C. Una vez en estado liquido, le afiadimos un
volumen igual de tampén Tris IM a pH:8. Se mezcla bién y se deja reposar en
un embudo de decantacién. Una vez que las dos fases estén bién separadas se

recoge la inferior (fenol).

Se mezcla de nuevo con un volumen igual de Tris IM a pH:8 y se
repite el proceso anterior. Este procedimiento se repetira tantas veces como
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 aflade un poco de Tris IM a pH 8 de manera que cubra

toda la superficie.

#Cloroformo:
Se utiliza un mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1

v/v) saturado con Tris IM a pll:8.

Se afnaden las cantidades necesarias de cloroformo y alcohol
isoamilico. Luego se le afiade un poco de Tris IM a pH:8 de manera que cubra
toda la superficie y con un grosor de lcm. Puede almacenarse a temperatura

ambiente en un bote bién cerrado.
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*Tampén de carga:

Composicién:
0,25% azul de bromofenol
40,07 (peso/volumen) de sacarosa en H20

Se almacena a 4°C.

12.- ISOELECTROENFOQUE:

El isoelectroenfoque es una técnica de separacién de proteinas
en funcién de sus puntos isoeléctricos (pls) en un gradiente de pH vy
voltaje. Cada proteina migra hacia la zona del gradiente cuyo pH corresponde
al de su pl, con lo que la carga neta se hace cero quedando inmovilizada en
el campo eléctrico. Esta técnica es muy valiosa para la identificacién de
isoenzimas ya que una diferencia de sus pls de 0,02 unidades de pH es

suficiente para la separacion.

Nosotros utilizamos geles de poliacrilamida con un rango de pH
de 3 a 9 adquiridos a LKB. Los electrodos que se emplean son tiras de papel
de filtro grueso (2mm de espesor y 8mm de ancho) que se empapan en las
soluciones correspondientes. La soluciéon catédica es hidroxido sédico IM y

la solucién anddica es acido ortofosférico IM.

lLa aplicacién de la muestra se efectua mediante fragmentos de
papel Whatmann 3MM (5x10min). Los fragmentos de papel se sumergen en la

muestra con ayuda de unas pinzas limpias y se colocan en los pocillos
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situados en la zona catédica del gel, dejando una separacion de unos 8mm

entre ellos.

El enfriamiento se lleva a cabo con un caudal de agua a 10°C

cuyo flujo oscila entre 4 y 10 l/min.

I.a fuente de alimentacién que se emplea es la LKB Biochrom 2103
Power Supply. Se aplica una potencia maxima de 40 watios. Inicialmente la
intensidad es muy elevada (unos 50mA) pero desciende rapidamente a medida
que se forma el gradiente de pH. El voltaje se debe ir aumentando lentamente
hasta que se alcance la mdaxima potencia. Se aplica una diferencia de

potencial de 1000 voltios y se permite el desarrollo del proceso durante una

hora.

Una vez finalizado el isoelectroenfoque, el gel se secciona en
trozos de 1x0,5mm. Cada fragmento se introduce en tubo de ensayo con 40ul

del tampén de sonicado.

El ensayo radioenzimatico se realiza afadiendo 20u! del tampén
apropiado, 10ul del cofactor marcado con radioactividad y 2ul de la solucién
de antibiético. Se incuba 30 minutos a 30°C. Se recogen 40 pl de esta mezcla
de reaccién y se depositan sobre cuadrados de papel de fosfocelulosa. El

proceso que sigue ya se ha descrito anteriormente en el ensayo enzimatico.
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RESULTADOS Y DISCUSION




Los objetivos basicos de nuestro trabajo son la deteccién e
identificacion de los enzimas modificadores de aminoglicésidos que causan
resistencia a estos antibidticos, y la localizacién en plasmidos de los
genes que codifican estos enzimas en estirpes de Enterobacterias procedentes

de pacientes del Hospital Insular.

LLa identificacidon de las Enterobacterias se realizd por el
sistema APl 20E. la eleccibn de las estirpes bacterianas se basé en que
fueran resistentes a uno © mas aminoglicésidos. Se recogieron 141 aislados
que cumplian este requisito. A cada uno se le asigné un numero de iden-

tificacién para su reconocimiento.

Encontramos 16 especies diferentes de Enterobacterias: 49
E.coli, 17 K.pneumoniae, 15 K.oxytoca, 1| K.ozaenae, 13 E.cloacae, 5
F.zakazakii, 1 F.aerogenes, 1l S.marcescens, 6 S.liquefaciens, 8 C.freundii,
1 C.diversus-levinea, 4 P.stuartii, 1 P.rettgeri, 5 P.mirabilis, 4

M.morganii, 1 Salmonella.

La resistencia a los aminoglicosidos se determiné inicialmente
con antibiogramas. Los resultados se exponen en la tabla~A (anexo). En la
realizacién de los antibiogramas se emplearon 8 aminoglicésidos (Tm, Gm, Sm,

Nt, AN, Ss, Km y DKB), ampicilina (AM), tetraciclina (TE), ticarcilina (TIC)

y acido nalidixico (NA).

Para valorar el nivel de resistencia se calcularon las CMIs de

130

itn realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

to, los autores. Digital

©Del



14 aminoglicésidos: Tm, Sm, Gm, Nt, AN, Ss, Km, DKB, Rm, Pm, Ap, Nm, Sp, Is.
Las CMIs criticas para considerar a una bacteria resistente, moderadamente
sensible 6 sensible a los diferentes aminoglicdésidos se definen en la

tabla-14. Los resultados de las CMIs se muestran en la tabla-B (anexo).

En algunos aislados no correlacionan las CMIs calculadas con
los resultados obtenidos con el antibiograma. Este problema lo encontramos
principalmente con la Nt y DKB. Cuando los valores de CMIs para estos anti-
bidticos estan entre 8 y 32pug/ml es frecuente que las estirpes muestren en
el antibiograma halos que rondan los Ilimites de sensibilidad/sensibilidad-
moderada. Una justificacién a este fendmeno es que el antibiograma es maés
sensible al efecto inéculo y el espesor de las placas de Mueller-Hinton
puede influir. En la obtencién de las CMIs, la concentracién de antibidtico
es homogénea y al ser los aminoglicésidos antibidticos batericidas, el
efecto indéculo, dentro de unos Ilimites, no altera significativamente el

valor de la CMI.

La Gm, Tm, Nt, DKB y AN son los aminoglicoésidos utilizados con
mas frecuencia en medios hospitalarios para el tratamiento de infecciones
por Enterobacterias. El andlisis de la CMIso y CMlso (tabla-15) de estos
antibiéticos demuestra que la AN es el antibidtico méas eficaz. El 96,45% de
los organismos estudiados inhiben su crecimiento a una concentracién de AN
de 4ug/ml. So6lo 4 estirpes, n’® 21, 37, 44 y 69, son resistentes a la AN y
ademas con niveles bajos, CMI: 64ug/ml. Estos bajos porcentajes de
resistencia a la AN, a pesar de su uso, se han encontrado también en otros
Hospitales (9,210). Price y col. (143) pronosticaron que la resistencia a

la AN surgiria lentamente ya que hay pocos mecanismos que causen resitencia
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TABLA-14.- CMIs (en mg/l} criticas para considerar a wuna Enterobacteria

sensible (S), mederadamente sensible (I) 6 resistente (R).

ANTIBIOTICOS S I R
Gentamicina =4 8 z16
Tobramicina =4 =16
Netilmicina =4 8 =16
Amikacina =16 32 =64
Sisomicina =4 8 z16
Dibekamicina =4 8 z16
Neomicina =4 8 =16
Paromomicina =4 8 z16
Ribostamicina =4 8 =16
Kanamicina =4 3 =16
Estreptomicina =8 16 =32
Espectinomicina =20 40-80 =80
Apramicina <16 16 >16
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TABLA-15.- CMIs0 y CMIso (en mg/l) de las estirpes de Enterobacterias.

ANTIBIOTICOS

CMIso0

N°.org, CMlIo0 N°.org.
om 64 74 2128 141
R 8 32 32 127
Ne 16 90 64 127
DKB 16 26 128 124
AN 2 7 4 136
Is 1 104 > 131
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a este antibidtico.

LLa Gm es el menos eficaz; 87 estirpes presentan CMIs superiores

a léug/ml, de las que 36 son >128ug/ml.

Comparando las CMIso y CMIso (tabla-1S) de la Tm, DKB y Nt
observamos que son muy similares. Al determinar el numero de estirpes
sensibles, moderadamente sensibles y resistentes a estos antibidticos

obtenemos que hay mas resistentes a la Tm y DKB que a la Nt (tabla-16).

Todas las estirpes de S.marcescens y 5 de 6 de S.liquefaciens
son resistentes a la mayoria de los aminoglicésidos, excepto a la AN, Ap e
Is. Las multirresistencias de los aislados clinicos de Serratia son

frecuentes (83,88).

Una vez analizadas las resistencias nos interesaba determinar
si los diferentes aislados presentaban actividad enzimatica modificadora de
aminoglicésidos. La detecciéon de los enzimas se realizé mediante el ensayo
radioenzimatico con unos pocos aminoglicosidos. Dependiendo del tipo de
actividad utilizamos unos antibiéticos u otros:

FOSFORILLASAS: Sm, Nm, Km

ADENILLASAS: Sm, Sp, Gm, Km, Tm

ACETILASAS: Gm, Km, Tm

Todas las cepas de este estudio presentaban actividad enzi-

matica.
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TABLA-16.- Nuimero de estirpes sensibles (S), moderadamente sensibles

(I) y resistentes (R) a Tm, DKB, Nt, Gm y AN.

ANTIBIOTICOS S I R
Tm 50 18 73
DKB 48 9 84
Nt 62 28 51

Gm 53 88
AN 137 4
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A continuacién se pasé6 a la identificacion de los enzimas
presentes en cada estirpe. Para la tipificacién se utiliza una gama mayor de

sustratos que dependen también del tipo de actividad que hayamos detectado:

FOSFORILASAS: KmA, KmB, Km (complejo), Nm, Bt, Lm, Pm, Rm,
AN, Sm, Gm (complejo).

ADENILASAS: Gm (complejo), Ss, Tm, AN, KmA, KmB, Km
(complejo), Nm, Pm, Bt, Lm, Rm, Sm, Sp, Nt DKB.

ACETILASAS: GmCi1, GmCia, Gm (complejo), Ss, KmA, KmB, Km
(complejo), Tm, DKB, Nm, Bt, Lm, Pm, Rm, AN, Nt, Ap, 2’-N-Nt, 6'-N-Nm,

Dactinomicina.

A las estirpes que eran resistentes s6lo a Sm 6 a Sm y Sp, no
se les hace el perfil, pues en la detecciéon preliminar quedan definidos los

enzimas que presentan.

Los perfiles de sustrato de las cepas con actividad fosforilasa
se muestran en la tabla-C (anexo); con actividad adenilasa en la tabla-D

{anexo); y con actividad acetilasa en la tabla-E (anexo).

Los valores expresados en estas tablas son porcentajes apro-
ximados de actividad. Para obtener estos valores, consideramos los cente-
lleos por minutos (cpm) exhibidos por un determinado antibidtico menos las
del blanco como el valor 100, y a la actividad del blanco como 0. E! resto
de los valores se calculan con una regla de tres:

B: actividad del blanco
Ax: actividad del aminoglicésido de referencia

Ay: actividad del aminoglicésido que vamos a calcular
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Y= e e = porcentaje de actividad

En los perfiles de fosforilasas la actividad de la Nm es el
valor 100 y en los de adenilasas y acetilasas la de la Gm (complejo) o la de

GmCia.

Hemos elegido varias estirpes como ejemplos de los diferentes
perfiles y actividades enzimaticas encontradas, y de cémo se interpretan los

resultados.

Como ejemplo de actividad fosforilasa escogemos a la estirpe
n° 39. La actividad en cpm y los porcentajes calculados se muestran en la
tabla-17. Observamos que los antibidéticos con un grupo hidroxilo en posicién
3’ son modificados y dan valores altos, mientras que la Gm, que no posee
este grupo, no es modificada y no presenta actividad (740 cpm, 3%
actividad). Detectamos también una pequefia actividad con la Sm (2310 cpm,
137). Dedujimos, por tanto, que en el extracto de este microorganismo hay
dos enzimas fosforilasas, uno que actia sobre el grupo hidroxilo en 3’, la

APH(3’), y otro que fosforila a la Sm (que no tiene grupo hidroxilo en 3'),

la APH(3").

Analizamos las CMIs para comprobar la veracidad de estos
resultados. Este aislado presenta el siguiente patrén de resistencia: Sm,
Km, Rm, Pm y Nm. Al ser resistente a la Sm confirmamos la presencia de la
APH(3"). La resistencia a Km, Nm, Pm y Rm es tipica de los organismos con

APH(3') (64,132). Los datos obtenidos con el método radioenzimatico coin-
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TABLA-17.- Perfil enzimatico de la actividad fosforilasa del aislado n® 39.

ANTIBIOTICOS

CPM 7 7% RELATIVO

Blanco 250 0 0
KmA 5060 29.53 30
KmB 9930 59.43 59
Nm 16530 100 100
Bt 9690 57.96 58
Lm 1540 7.95 8
Pm 11890 71.47 71
Rm 10240 61.34 61
AN 1590 8.22 8
Sm 2310 12.64 13
Gm 740 3 3

Los valores se han calculado considerando la actividad de la Nm como 100%.
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ciden con las CMlis.

De los 141 aislados, en 84 se detecta la APH(3’) y casi todos
ellos exhiben el fenotipo de resistencia "Km, Rm, Pm, Nm". Sélo la estirpe
n’ 178 presentaba actividad fosforilasa del tipo APH(3’) y basandonos en las
CMls, era resistente a la Km, moderadamente sensible a la Rm y Pm, y

sensible a la Nm.

Examinando las CMIs comprobamos que la mayoria de las cepas con
resistencia a la Km, Rm, Pm y Nm, sintetizan la APH(3’). En tres aislados

(n°® 132, 154 y 203) con este patrén no detectamos actividad fosforilasa.

A pesar de estas excepciones los resultados obtenidos con el
método radioenzimatico correlacionan con la CMIs. Por tanto, podemos
basarnos en las resistencias para aventurar el mecanismo de inactivacién por

medio de la APH(3’).

Hemos observado que la actividad de las APH(3") es signi-
ficativamente menor que la de las APH(3’}). Por esta razén, al hallar el
porcentaje, el valor con la Sm en muchos aislados aparece muy disminuido. Al
comparar con otros sustratos se podria pensar que la Sm no es modificada vy,
sin embargo, se le asigna a la estirpe una APH(3"). Esto se debe a que
consideramos que hay modificaciéon de la Sm por fosforilacién con actividades

que son superiores a unas 7 u 8 veces el blanco.

Detectamos APH(3") en 85 aislados, de los que 29 sbélo tenian a

este enzima como unica actividad fosforilasa, y 17 como unico enzima
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modificador de aminoglicésidos.

Como ejemplo de actividad adenilasa seleccionamos la de la

estirpe n° 173.

L.os enzimas nucleotidilasas son muy inestables in vitro (12) y
pierden rapidamente su actividad. Normalmente los extractos de las estirpes
con estos enzimas expresan cpm bastante bajas. Afiadiendo ditiotreitol (12)
conseguimos mejores actividades. A pesar de esta dificultad la estirpe n’
173 expresdé unos niveles de actividad enzimética considerables y ésta fué la

causa de su eleccién como ejemplo.

En la tabla-18 presentamos los valores en cpm y porcentajes
obtenidos con el extracto de la cepa n° 173. Los valores para Gm, Ss, Nt,
Tm, DKB y Km, con un grupo hidroxilo en 2", son elevados, mientras que para
Nm, que no presenta este grupo, es muy bajo (446 cpm, 6%). Sospechamos que
el enzima es una ANT(2") (13,98). No puede ser una ANT(4’) porque la Gm, Ss

y Nt son modificadas y carecen de grupo hidroxilo en posicién 4°.

Esta estirpe es resistente , segin sus CMIs, a Tm, Gm, Ss, Km y
DKB, y sensible a Nt, AN, Rm, Pm y Nm. Este fenotipo de resistencia es
caracteristico de los microorganismos con ANT(2") (64,97). Confirmamos, por

tanto, la presencia de este enzima.
Es notable que la estirpe modifique a la Nt con una actividad
delﬁ9‘Z (6152 cpm), y sin embargo, sea sensible a este antibidético con una

CMI de lpg/ml.
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TABLA-18.- Perfil enzimatico de la actividad adenilasa de la estirpe n° 173.

ANTIBIOTICOS

CPM % 7% RELATIVO
Blanco 123 0 0
Gm 6223 100 100
Ss 11216 181.75 182
Tm 6011 96.52 97
AN 512 6.37 6
Km 8496 137.26 137
Nm 473 5.73 6
Pm 258 2.21
Rm 240 1.91
Sm 1567 23.67 24
Sp 859 12.06 12
Nt 6152 98.83 99
DKB 6627 106.62 107

Los valores se han calculado considerando a la actividad de la Gm como 100%
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Bongaerts y Molendijik (12) explicaron este hecho, tipico de
las ANT(2"), basandose en la relacién Vmax/Km de la actividad de este enzima
con la Nt. Esta relacién es una medida relativa de la eficacia fisiologica
de la modificacién enzimatica del antibiético. Al comparar la de la Nt con
la de otros sustratos, observaron que era muy baja y por tanto justificaba
la sensibilidad de las estirpes a este antibidético. Es posible también que
la Nt modificada por nuclectidilaciéon en posicion 2" conserve su capacidad

antimicrobiana (86).

El extracto del aislado n° 173 adenilaba a la Sm y Sp aunque
con menos actividad, y la cepa era resistente a estos dos antibiéticos.

Deducimos, por tanto, la presencia de otra adenilasa, la AAD(3").

De los 141 microorganismos estudiados, sé6lo en 9 se detectd
ANT(2"). Todos eran resistente a Gm, Ss, Tm, DKB y Kin, y sensibles a la Nt y
AN. La actividad AAD{(3") se localizé en 69 estirpes y todas eran resistentes

a Sm y Sp.

Estudiando las CMIs, el patrén de resistencia Gm, Ss, Tm, DKB y
Km, y sensibilidad a la Nt se correspondia con las estirpes con ANT(2"). Sin
embargo encontramos 22 aislados que eran resistentes a la Sm y Sp y no
presentaban. actividad adenilasa. Sabiendo lo labiles que son estos enzimas,
pensamos que puede haber un fallo del sistema de deteccidon. Otra explicacién
es que la resistencia no sea enzimdtica. Existen mecanismos de resistencia a
la Sm y Sp debidos a alteraciones de proteinas ribosémicas (15,55). Este

tipo de resistencia no la hemos estudiado.
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Encontramos 83 aislados (59,6% del total), con actividad
acetilasa. Como ejemplo, elegimos seis cepas porque detectamos seis perfiles
enzimdticos diferentes. Las estirpes seleccionadas son la n° 15 como ejem-
plo de la AAC(3)-1, la n° 43 de la AAC(3)-1I, la n® 26 de la AAC(3)-III, la
n® 47 de la AAC(3)-V, la n® 69 de la AAC(6’')-1 y la n® 197 de la AAC(6')-II

(tabla~19).

Analicemos el perfil de la cepa n® 43. Hay actividad con la
Gm, Ss, Km, Tm, DKB y Nt. Descartamos la AAC(2’) y la AAC(6’) porque la
2’-Nt y la 6'-Nt son acetiladas. Por tanto es una AAC(3). Como tiene
actividad y es resistente a la Gm, Ss, Km, Tm, DKB y Nt, concluimos que es

un enzima AAC(3)-1I (203).

El perfil de la cepa n° 47 es similar al anterior pero la Km
no es sustrato. Estudiando la CMI vemos que esta cepa es resistente a la Gm,

Ss, Tm, DKB y Nt. Por tanto se trataba de un enzima AAC(3)-V.

Algunos autores (140,203) dudan de que la AAC(3)-1I y AAC(3)-V
sean enzimas diferentes, ya que los perfiles enzimdaticos son muy similares.
Si sélo analizamos la actividad con la Km , por una diferencia de 5 al 15%
no vamos a definir un nuevo enzima. Pero estudiando como se refleja esta
modificacién en el fenotipo de resistencia obtenemos la clave para
distinguir los dos enzimas. La cepa n° 43 es resistente a Km (CMI 32 mg/l)
y la cepa n° 47 es sensible (CMI 4 mg/1). La cepa n° 43 no presenta ninguna
otra actividad modificadora de aminoglicésidos que pudiera explicar la
resistencia a la Km. Por tanto, es la resistencia a la Km lo que utilizamos

para distinguir a los dos enzimas (64).
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TABLA-19.- Perfiles enzimaticos de

I.- Perfil de la cepa n’ 15

las actividades acetilasas.

ANTIBIOTICOS CPM 7% 7% RELATIVO
Blanco 31 0 0
Gm 18453 100 100
Ss 8014 42.45 42
KmA

KmB

Km 691 2.09 2
Tm 9454 50.39 50
DKB 7647 40.43 40
Nm 302 0] 0
Pm 324 0 o
Rm 322 o 0
AN 460 0 0
Nt 1516 6.64 7
Ap 417 0 0
2’-Nt

6'-Nt

Dact

Los valores se han calculado considerando la

como 100%

actividad de

la

Gm
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TABLA-19.- Perfiles

(continuacioén).

enzimaticos

Il.- Perfil de la cepa n° 26.

de las actividades acetilasas

7 RELATIVO
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ANTIBIOTICOS CPM 7o
Blanco 255 0 0
Gm 45744 100 100
Ss 31358 67.37 68
KmA
KmB
Km 16656 36.03 36
Tm 36098 78.79 79
DKB 32760 71.45 gt
Nm 17501 37.91 38
Pm 3033 6.10 6
Rm 29027 63.25 63
AN 1370 6.19 6
Nt 34027 74.24 74
Ap 3033 6.10 6
2'-Nt 14793 32.34 32
6’-Nt 21898 48.14 48
Dact 1055 2.32 2
Los valores se han calculado considerando la  actividlad de la Gm

como 100X




TABLA-19.- Perfiles enzimaticos de

(Continuacion).

[II.- Perfil de la cepa n® 43.

actividades acetilasas

como 100%

ANTIBIOTICOS CPM % % RELATIVO
Blanco 610 0 0
Gm 70770 100 100
Ss 30190 42.03 42
KmA 12510 14.70 15
KmB 22750 31.40 31

Km

Tm 34120 47.64 48
DKB 42000 58.90 59

Nm 3400 3.75 4
Pm 3000 3.18

~ Rm 710 0 0
AN 1680 1.3 1
Nt 8230 15.96 16
Ap 1160 1.02 1
2’-Nt 23250 36.14 36
6’-Nt 29810 41.48 41
Dact 1720 1.36 1
Los  valores calculade  considerando la  actividad de la Gm
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TABILLA-19.- Periles

(Continuacion).

1V.- Perfil de

la cepa n° 47.

enzimaticos de las

actividades

acetilasas

ANTIBIOTICOS CPM 7% 7% RELATIVO

Blanco 317 o 0

Gm 37491 100 100

Ss 24251 64.38 64

KmA

KmB

Km 2344 5.45 5

Tm 25313 67.24 67

DKB 11459 29.97 30

Nm 1509 3.2

Pm 1056 1.98 2

Rm 1462 3.08

AN 1472 3.1

Nt 11924 31.22 31

Ap 1472 3.1 3

2'-Nt 5159 13.88 14

6'-Nt 7237 19.47 19

Dact 850 1 1
considerando  la  actividad de la Gm

Los valores

como 100%

se han calculado
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TABLA-19.- Perfiles

{(Continuacién).

enzimaticos

V.- Perfil de la cepa n’ 69

de las actividades acetilasas

, los autores. Digitali

ANTIBIOTICOS CPM 7 7% RELATIVO
Blanco 750 0 o
Gm 22140 100 100
Ss 18500 82.98 83
KmA 34110 155.96 156
KmB 26890 122.2 122
Km

Tm 35740 163.58 164
DKB 34820 159.28 159
Nm 22740 102.8 103
Pm 2050 6.07 6
Rm 14077 62.3 62
AN 11830 51.79 52
Nt 14090 62.36 62
Ap 1690 4.39 4
2’-Nt 26410 119.96 120
6'-Nt 3840 14.44 14
Dact 3100 10.98 I
Los valores se han calculado considerands la  actividlad de la Gm

como 100%
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TABLA-19.—- Perfiles

(Continuacién).

enzimaticos

VI.- Perfil de la cepa n° 197

de las actividades acetilasas

ANTIBIOTICOS CPM % 7% RELATIVO
Blanco 212 0 0
Gm 37223 100 100
Ss 24272 65.01 65
KmA

KmB

Km 41938 112.73 113
Tm 37826 101.62 102
DKB 40802 109.67 110
Nm 25831 69.21 69
Pm 1037 2.22 2
Rm 38141 102.48 102
AN 28017 75.12 75
Nt 25646 68.72 69
Ap 744 1.43 1
2’~Nt

6’-Nt

Dact

Los valores se calculado  considerando la  actividad de la  Gm

como 100%
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Cuando las cepas contenian APH(3’) junto con la actividad
AAC(3), no podiamos emplear la resistencia a la Km como base para
diferenciar a la AAC(3)-1I de la -V. En estos casos nos fundabamos solo en
la actividad con la Km. Asi, las cepas n° 208, n’ 205 y n’ 200 mostraban una
actividad del 38%, del 297 y del 327 respectivamente con la Km, y se les

asigné un enzima AAC(3)-IL

El perfil de la cepa n® 26 es similar al de la cepa n° 43.
Modifica a los mismos sustratos y ademds a la Nm. Se ha descrito una
acetilasa, la AAC(3)-IIl, que modifica a la Gm, Ss, Tm, Km y Pm en la
estirpe de P.aeruginosa PST (10). Este microorganismo exhibia una sensi-
bilidad moderada a la Nm y era resistente a todos los demas. La cepa n° 26
no presenta actividad con la Pm, es sensible a la Nm y moderadamente
sensible a la Km. A pesar de que no coincide exactamente con el perfil del
enzima encontrado en P.aeruginosa PST, nos decidimos a identificarla como
AAC(3)-I1II ya que ni la AAC(3)-I, -II ni -V actdan sobre la Nm, y no podia
tratarse de una AAC(3)-IV (23) porque la Ap no era un sustrato y la cepa era

sensible a este antibiético.

Examinando el perfil de la cepa n° 69 observamos una diferencia
significativa con los anteriores. La actividad con la 6'-Nt (3840 cpm, 14%)
es mucho mdas baja que con la 2’-Nt (26410 cpm, 120%) y con la Nt (43045 cpm,
62%). La carencia de un grupo amino libre en posicién 6’ impide que el
antibiotico sea modificado. Nos encontramos ante una AAC(6’) (88). Ademas,
la Pm, que no contiene grupo amino en posicién 6 (79) tampoco es
modificada. La Km es mejor sustrato que la Gm. La AN también es modificada.

Estudiando las CMIs obtenemos que esta estirpe es resistente a la AN

150

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

i0s autores. Digitali:

© Del



{(CMI:64mg/1) y sensible a la Gm (CMI[:0,5mg/l). La identificamos como

AAC(6’)-1 (64,166).

Con esta actividad enzimatica observamos de nuevo como un
antibiético es modificado, la Nm (22740 cpm; 1037%), y la estirpe es sensible
(MICs: 4mg/l). Benveniste y Davies (8) comprobaron que algunos amino-
glicésidos acetilados conservaban su actividad antimicrobiana. Asi, la
N-acetil-KmA, N-acetil-NmB y N-acetil-GmCia retenian cierta actividad
antibidtica aunque no tan potente como el producto no acetilado. Otros auto-

res han detectado AAC(6’) que modifica a la Nm pero sin inactivarla (63).

Con frecuencia se describe a la resistencia como un fendémeno de
todo o nada basandose en las determinaciones de las CMls, cuyas medidas no
exceden de 16 6 32mg/ml. Radika y Northrop {150) mostraron que la
resistencia es relativa y viene determinada por las caracteristicas
cinéticas del enzima que media la resistencia. Ademas, el que un antibiético
sea sustrato de wun enzima no significa necesariamente que la bacteria
productora del enzima sea resistente. Para ello es necesario que el
antibidtico sea un "buen sustrato”, es decir, una relacién Vmax/Km alta

(12,150).

LLa cepa n° 15 es resistente a Gm y Ss y sensible a Tm, Km, Nt,
DKB, AN, Rm, Pm, Nm y Ap. El perfil que expresa es el de una AAC(3)-. Aunque
no disponemos de la 2’-Nt y 6’-Nt, al no ser sustrato la Nm ni la Km podemos
descartar las actividades AAC(2’) y AAC(6’), por tanto, concluimos que era
un enzima AAC(3). Al ser solo resistente a Gm y Ss, decidimoes que es una

AAC(3)-I. En este perfil no pudimos contar con la dactimicina que nos

151

itn realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008 :

{os autores. Digitali

©Del



hubiera confirmado este resultado, ya que, este antibidético es modificado
Unicamente por la AAC(3)-1 y por el enzima bifuncional AAC(6’)-APH(2")

(116).

Analizamos el perfil de acetilasa de la cepa n’® 197 y
estudiamos las CMIs calculadas. La Pm no era sustrato y la Nm y Km si. La
actividad con la Km era mas elevada que con la Gm. La AN también era
modificada pero no inactivada pues la cepa era sensible a este antibidtico.
Se nos planteé el problema de que tampoco disponiamos de la 2’-Nt y de la
6’-Nt. Podiamos pensar que nos encontrabamos ante una AAC(3)~III, sin
embargo, la actividad con la Km (I13%) y Nm (69%) era mayor que la de las
estirpes con AAC(3)-II1 (36% con la Km y 37% con la Nm). A ésto se le afiadia
la actividad con la AN (75%). Concluimos que se trataba de una AAC(6’). Como
la estirpe era sensible a la AN y resistente a la Gm, clasificamos al enzima

como una AAC(6’)-11 (64,166).

Con el examen del perfil enzimatico y de resistencias de la
cepa n® 21 no pudimos clasificar la acetilasa presente. El aislado era
resistente a casi todos los aminoglicdsidos utilizados, excepto a la Ap, a
la que era sensible, y a la Is, a la que era moderadamente sensible.
Mostraba actividad con los aminoglicésido ensayados excepto con Pm y Ap. La
actividad con la 2’-Nt es doble de la actividad con la 6'-Nt por lo que
supusimos se trataba de una AAC(6’). Sin embargo, la cepa era resistente
tanto a la AN como a la Gm. Es posible que nos encontrasemos ante una nueva
AAC(6’) & con dos acetilasas juntas en un mismo aislado y que ocasionaran
este perfil. Mas adelante explicaremos como determinamos los enzimas

asignados a esta estirpe.
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Inicialmente la estirpe n° 16 presentaba un fenotipo de resis-
tencia y un perfil enzimdtico similar al de la cepa n° 21. Sin embargo, esta
estirpe perdié espontaneamente parte de su resistencia. La cepa presentaba
anteriormente unas CMls para la AN, Km y Rm de 64, 128 y 128mg/l
respectivamente, y ahora de 1, 8 y Img/l. El perfil enzimatico también ha
variado y ahora corresponde al de una AAC(3)-V. Este aislado presentaba, por

tanto, dos actividades acetilasas.

Basandonos en lo explicado con los ejemplos, determinamos los
enzimas encontrados en las 83 estirpes que presentaban actividad acetilasa.
El enzima acetilasa mas frecuente es la AAC(3)-V que se detecté en 62
aislados (74,77 de las acetilasas). La AAC(3)-II1 se localiz6 en 6 estirpes
(7,27); la AAC(3)-1I en 8 (9,6%); la AAC(3)-I en uno (1,2%) la AAC(6’)-1 en

4 (4,8%) y la AAC(6’)-1I en 2 (2,47).

LLas AAC(3) son uno de los mecanismos mas frecuentes de
resistencia a los aminoglicésidos en Europa. En las estirpes aisladas de
nuestro hospital, el 54,3% presentaban resistencia a los aminoglicosidos

producidas por AAC(3).

La Is es un aminoglicésido nuevo que estd en fase de
experimentacion. lLa potencia y espectro de actividad es similar al de la AN
excepto en que es menos modificado por el enzima AAC(6’)-1 (122). Por ahora
se ha observado que la Is es modificada por la AAC(6’)-1. Aunque no
disponemos de los datos de modificacion enzimatica, estudiando las CMls

comprobamos los resultados de otros autores (122). S6lo cuatro estirpes
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presentaban una CMIs de 8mg/l encontrandose ésta en el rango de sensibilidad
moderada. Estas cuatro cepas, n°® 21, 37, 44 y 69, eran resistentes a la AN

(CMI=z64mg/1) y presentaban actividad AAC(6’)~I.

Antes de 1983 la mayoria de las resistencias a la Gm, Tm, Nt,
DKB 6 AN tenian su origen en la presencia de un sélo enzima modificador:
acetilasa, fosforilasa & adenilasa (122). Sin embargo, los resultados de
investigaciones mas recientes demuestran que cada vez tienen mas importancia
las combinaciones de enzimas modificadores (167,211). La frecuencia de las
combinaciones observadas en algunos paises son del 17,67 en Bélgica, 23,0%

en EEUU, 41,57 en Italia y del 66,8% en Argentina (122).

La coexistencia de varios enzimas modicadores se da también en
nuestra coleccién de Enterobacterias. lLa frecuencia es del 73,05%. Las
combinaciones encontradas y el nimero de cepas que las presentan, se

muestran en la tabla-20.

Dejando a un lado los enzimas APH(3") y AAD(3") y las
resistencias a la Sm y Sp, en la tabla-21 reflejamos los patrones

enzimaticos mas significativos y las resistencias que originan.

LLa combinacién mas frecuente es AAC(3)-V con APH(3’). Estos dos
enzimas en una misma cepa, ocasionan la resistencia a Tm, Gm, Nt, Ss, DKB,
Km, Rm, Pm y Nm. La combinacién de AAC(6’)-11, AAC(3)-lI o AAC(3)-111 con

APH(3’) producen el mismo patrén de resistencia.
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TABLA-20.~ Patrones enzimaticos encontrados en las Enterobacterias

estudiadas y numero de cepas que presentan cada patroén.

N° org. PATRON ENZIMATICO
17 APH(3")
AAD(3")
APH(3’)
1 AAC(6°)-1
2 ANT(2")
1 AAC(3)-1
3 AAC(3)-11
1 AAC(3)-1I
5 AAC(3)-V
4 APH(3")  AAD(3")
11 APH(3")  APH(3’)
1 AAD(3")  APH(3’)
3 AAD(3")  ANT(2")
1 AAD(3")  AAC(6’)
1 APH(3")  AAC(6’)
6 AAC(3)-V APH(3")
5 AAC(3)-V AAD(3’)
1 AAC(3)-V APH(3")
8 APII(3’)  AAD(3")  APH(3")
1 ANT(2")  APH(3’)  APH(3")
2 AAD(3")  APH(3’)  AAC(6’)-1I
5 APH(3’)  APH(3")  AAC(3)-II
4 APH(3’)  AAD(3")  AAC(3)-lII
1 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-l1il
13 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
13 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
APH(3")  AAD(3")  AAC(3)-V
ANT(2")  APH(3") AAD(3") APH(3")
1 APH(3")  AAC(3) APH(3’)  AAC(6')-1
13 APH(3")  AAD(3") APH(3") AAC(3)-V.
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TABLA-21.- Principales patrones enziméticos y las resistencias que

originan en los micoorganismos que los poseen.

PATRONES ENZIMATICOS RESISTENCIAS

APH(3’) AAC(3)-V

APH(3’) ANT(2")

APH(3’) AAC(6’})-11

APH(3’) AAC(3)-11

APH(3’) AAC(3)-III

APH(3’) AAC(3) AAC(6’)-1

Tm Gm Ss Nt DKB Km Rm Pm Nm

Tm Gm Ss Nt DKB AN Km Rm Pm Nm
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La presencia de AAC(6')-1, AAC(3) y APH(3’) en una misma cepa
genera un patrén de multirresistencia con grandes implicaciones en tera-
pedtica. La estirpe que contiene esta combinacién es resistente a la Tm, Gm,
Ss, Nt, DKB, AN, Km, Rm, Pm y Nm. Ademds presenta una APH(3") que causa

resistencia a la Sm. Afortunadamente sdlo se detecté en un aislado.

La presiéon selectiva ejercida por el uso de los aminoglicésidos
es uno de los factores que contribuye a que se deserrolle un determinado
tipo de mecanismo de resistencia a esta clase de antibiéticos. En las cepas
de nuestro estudio, el uso hospitalario de la Km, anteriormente, y de la Gm,

Tm y Nt, posteriormente, ha generado la combinacién AAC(3)-V + APH(3’).

La informacién genética para la sintesis de estos enzimas se
localiza frecuentemente en plasmidos. Dentro de un hospital es importante
determinar y caracterizar los pladmidos de resistencia, principalmente, si se

tratan de plasmidos conjugativos.

El siguiente paso que realizamos fué la conjugacién. Utilizamos
como receptora a la estirpe de E.coli K-12 resistente al acido nalidixico.

. . Mo . o
En la coleccién de Enterobacterias hay 118 queyeran resistente¢ al &cido
natidixico. Conseguimos que 98 estirpes transmitieran su resistencia por

conjugacion a E.coli K-i2.

Disponiamos de otra estirpe receptora, un E.coli resistente a

Img/ml de Sm. Con esta receptora se conjugaron dos cepas, n® 21 y n® 198.

A las estirpes que no se conjugaron le realizamos una
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extraccién de ADN plasmidico e intentamos transformar a la estirpe de FE.coli

HBLOI1. Conseguimos transformar con ADN de las cepas n’® 37 y 43.

. [¢] .z . .
La estirpe n 10 perdié espontaneamente su resistencia a los
aminoglicésidos. Estas pérdidas de resistencias son wun indicio de que

estaban codificadas por genes plasmidicos.

La resistencia se localizé en plasmidos en 108 cepas, es decir en
un 73%. lLos plasmidos eran conjugativos en 100 cepas es decir en el 717 de

las bacterias estudiadas.

Para conocer las resistencias transmitidas se  hicieron
antibiogramas y se determinaron las CMIs de los transconjugantes. Los
resultados se muestran en las tablas-A y -B (anexo) junto con los de las
cepas donadoras. Para identificar a los transconjugantes, al nuamero de Ila
cepa donadora le afadimos una letra. Si la receptora fue el E.coli K-12
resistente al acido nalidixico, la letra es T; si fue el E.coli resistente a
Img/ml de Sm se usa la S. A los tranformantes se le aflade la letra H. En los
casos que salieron dos & mas transconjugantes ¢ transformantes, a la letra

le acompafla Un namero, por ejemplo 130TI y 130T2.

Para comprobar que los pldsmidos transmitidos codificaban la
sintesis de enzimas modificadores de aminoglicosidos, llevamos a cabo el
método radioenzimatico con los transconjugantes. Utilizamos uno 6 dos
antibidéticos para  detectar la actividad enzimatica. l.as  actividades
detectadas se encuentran en la tabla-F (anexo) junto con la lista de enzimas

encontradas en cada cepa.

158

ion reafizada por ULPEC. Biblinteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

© Del



Examinando las actividades de los transconjugantes, tenemos que
la actividad AAC(3) se transfiri6 de 52 cepas, la AAC(6’)-1 de 3, la ANT(2")
de 7 y la APH(3’) de 84. El enzima APH(3’) es el que se transfiere con mas

frecuencia.

Comparando las CMIs de los transconjugantes con las de las
donadoras, advertimos que hay una tendencia de los transconjugantes a

mostrar niveles de resistencias mas altos.

Recordemos el caso de la cepa n° 178. Este aislado presentaba
actividad fosforilasa del tipo APH(3’), y sin embargo, era moderadamente
sensible a la Pm y Rm y sensible a la Nm. Al conjugarla conseguimos dos
transconjugantes, 178T1 y 178T2. El 178T1 exhibia un patrén de resistencia
mas amplio, "Tm, Gm, Ss, Nt, DKB, Km, Pm, Rm, Nm", y actividad acetilasa y
fosforilasa. El 178T2 presenta un patrén de resistencia mdas corto, "Km, Rm,
Pm, Nm", y actividad fosforilasa unicamente. Ambos fosforilaban a la Nm y
ademas mostraban CMIs para la Nm, Pm y Rm superiores a 128mg/l. La estirpe
n® 178 sintetiza un enzima que modifica a la Nm, Pm, Rm y Km. En los
transconjugantes esta modificacién implica inactivacién del antibiético pero
en la donadora no. Las causas de esta diferencia no se han determinado. Es
posible que en el aislamiento de los transconjugantes hayamos realizado una
presién selectiva escogiendo la forma mds eficaz del enzima. Aunque, ya
decia Le Goffic y col (101) que los valores de CMI dependen no sélo de la
afinidad y velocidad de inactivacion enzimatica del antibidtico, sino
también de la velocidad de acumulacién por la célula entera. Si en la cepa
n® 178 la velocidad de entrada de la Nm, Pm y Rm en el interior de la

bacteria es mayor que la velocidad de inactivacién, puede quedar suficiente
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antibiético activo como para ejercer su funcién bactericida y acabar con la
célula. En los transconjugantes, la velocidad de entrada del antibidtico
puede ser menor que la de inactivacién, el enzima inactiva todo el

antibiético que entra y esto explicaria el que sean resistentes.

En otros casos la actividad enzimatica expresada por los
transconjugantes nos ha revelado el tipo de enzima modificador presente en
la estirpe donadora. La cepa n° 169 era resistente a Tm, Sm, Gm, Ss, Km,
DKB, Rm, Pm, Nm y Sp. Mediante el ensayo radioenzimatico sélo encontramos
actividad fosforilasa. Al ser resistente a Tm, Gm y DKB, y sensible a Nt,
sospechamos que habifa una adenilasa pero la actividad que detectabamos era
tan baja que no podiamos asegurarlo. De la conjugaciéon obtuvimos dos
transconjugantes, el 169T1 y el 169T2. El 169Tl1 era resistente a la Sm, Km,
Pm, Nm y Sp y presentaba actividad adenilasa. La 169T2 era resistente a la
Tm, Sm, Gm, Ss, DKB, Km, Pm, Rm, Nm y Sp y muestra actividad fosforilasa con
la Gm. Confirmamos nuestra sospecha de que la cepa n® 169 sintetizaba una
adenilasa. El perfil enzimatico de la 169T2 correspondia al de una ANT(2") y

se exhibe en la tabla-D (anexo).

Con la estirpe n® 154 también utilizamos al transconjugante

para detectar y definir la adenilasa que causaba la resistencia.

lLas estirpes n’® 74, 127 y 128 , resistentes a Km, Nm, Pm y Rm,
expresaban una actividad tan baja de fosforilacién que no podfamos
utilizarla para cémpr‘obar‘ el mecanismo de resistencia a estos antibidticos.
Sin embargo, los transconjugantes daban un buen nivel de actividad

fosforilasa y los empleamos para realizar los perfiles que les asignamos a

160

itn realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

-©Del



las cepas donadoras (tabla-D, anexo).

Prince y Jacoby (145) describieron una estirpe de P.aeruginosa
que era resistente a la Gm pero en el extracto enziméatico no se detectaba
actividad modificadora de aminoglicésidos. La resistencia venia codificada
en un plasmido. Clonaron el gen de resistencia a la Gm en un plasmido con
gran numero de copias de E.coli. El extracto enzimatico de las bacterias
portadoras de este plasmido hibrido posefia una actividad enzimatica
claramente mayor que la estirpe de P.aeruginosa. Por amplificacién del
nimero de copias del gen, el producto génico fué detectado con certeza.
Bongaert y Kaptijn (11) encontraron una estirpe de E.coli resistente a la AN
a causa de una APH(3')-Il. La resistencia se debia a un aumento del numero

de copias de un plasmido.

En la explicaciéon del incremento de actividad que muestran
algunos de nuestros transconjugantes, no podemos aplicar el aumento del
nimero de copias, pues el plasmido es el mismo. Lo que si podemos pensar es
que en FE.coli K-12 algunos plasmidos se expresan con mayor productividad
reflejandose en el aumento de actividad enzimatica y del nivel de

resistencia (CMIs mas altas).

Estudiando las resistencias y actividades enzimaticas obser-
vamos que 73 estirpes transmitieron integramente a la estirpe receptora su

resistencia a los aminoglicésidos.

Las estirpes n® 41, 132 y 190 sélo transmitieron la resis-

tencia a la Sm. La estirpe n® 154 que presentaba actividad APH(3') vy
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ANT(2"), cedié la ANT(2"). La n° 106 que contenia los enzimas AAD(3"),

APH(3’) y AAC(3)-V, traspas6 la AAD(3") y APH(3’) pero no la AAC(3)-V.

La cepa n° 105 sintetiza AAC(3)-III, APH(3’) y AAD(3"). Con la
conjugacién conseguimos dos transconjugantes. El 105T1 expresaba actividad
APH(3') y AAD(3"), y el 105T2 APH(3’). No logramos transferir la resistencia

por la AAC(3)-1Il. Con las estirpes n’ 89 y 103 ocurrié lo mismo.

Otras 15 cepas también originaron dos transconjugantes. En 13,
uno de los transconjugantes expresaba todas las resistencias y actividades

de la donadora, y el otro , sélo una parte.

Con las cepas n”® 178 y 204 uno de los transconjugantes
presentaba una parte de las actividades y el segundo la otra. Asi, el 178Tl
era resistente a los mismos antibidticos que la donadora excepto a la Sm y
mostraba actividad AAC(3) y APH(3’). El 178T2 era resistente a la Sm, Km,
Nm, Pm y Rm y con actividad APH(3’) y APH(3"). La cepa n° 204 presentaba
actividad AAC(3)-V y APH(3"). El transconjugante 204Tl adquirié la APH(3") y

el 204T2 la AAC(3)-V.

De la cepa n° 130 derivaron tres transconjugantes. El 130T1 era
resistente a la Sm y contenia una APH(3"). El 130T2 mostraba actividad
APH(3’), APH(3") y AAC(3), y la 130T3, sensible a la Sm, expresaba actividad

APH(3’) y AAC(3).

Con la finalidad de caracterizar los pladsmidos existentes en la

poblacién de Enterobacterias, analizamos y relacionamos las resistencias de
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los diferentes transconjugantes. Si una cepa donadora transmitia su resis-
tencia a los aminoglicésidos originando un sélo tipo de transconjugante,
considerabamos el fenotipo del transconjugante como el del plasmido

transferido.

Cuando se originaban dos transconjugantes sabiamos que habian
dos pladsmidos implicados, pero no siempre era posible delimitar las
resistencias de cada uno. Cojamos como ejemplo los transconjugantes de la
cepa n’ 204. El 204Tl es resistente a Sm y el 204T2 a Tm, Gm, Nt, Ss, DKB,
TIC y AM. En este caso los dos plasmidos quedan perfectamente definidos.
Ahora estudiemos los transconjugantes de la cepa n® 149. El 149T1 es
resistente a Tm, Sm, Gm, Nt, Ss, Km, DKB, TIC, AM y TE; y el 149T2 a Sm, TIC
y AM. Se podria deducir que el fenotipo del 149T2 pertenece a un plasmido y
que el del 149T1 se debe a la presencia del plasmido de la 149T2 junto con
otro. En un principio pensamos que suprimiendo las resistencias del primero
podriamos entresacar las resistencias del otro plasmido. Pero desistimos de
ello cuando analizando los transconjugantes de la cepa n° 179 obtuvimos dos
plasmidos diferentes que codificaban la resistencia a la Sm. El 179T1 era
resistente a Sm, TIC y AM, y el 179T2 a Tm, Gm, Nt, Ss, Km, DKB y Sm. Para
este resultado hay dos explicaciones. Una de ellas es que la célula donadora
posea dos plasmidos diferentes que codifican resistencia a la Sm. Otra
explicaciéon es que la bacteria contenga tres plasmidos, unoc que lleva la
resistencia a Tm, Gm, Ss, Nt y DKB, otro a Sm, y otro a TIC y AM, y que
transfiriera dos pladsmidos a cada transconjugante. La resolucién de esta
incognita implicaria poder separar los tres plasmidos en transconjugantes o

transformantes diferentes, pero no lo hemos conseguido.
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Basandonos en lo anterior conseguimos elaborar 30 patrones de
resistencia. Para designar cada patrén utilizamos las iniciales PR con un
numero. La lista de patrones, las resistencias que les corresponden y el ni-

mero de transconjugantes en el que se localizan, se muestran en la tabla-22.

Examinando las resistencias de los transconjugantes vemos que
28 habian captado la resistencia a los aminoglicésidos unicamente mientras
que 90 ofrecian resistencia a otros tipos de antibidticos ademds de a los

aminoglicésidos.

Observamos que la resistencia a la TIC, AM, MA y TE se
transfiere con cierta frecuencia junto con la de los aminoglicésidos. De 76
donadoras resistentes a TIC y AM, 68 transmitieron esta resistencia junto
con la de los aminoglicéosidos. Ademas, 16 traspasan la resistencia al MA

junto con la de AM y TIC.

La resistencia a la TE acompafia a la de los aminoglicésidos en
44 (37,3%) transconjugantes, de los que 39 (33%) son asimismo resistentes a
la AM y TIC, y 17 (14,67) a AM, TIC y MA. Diversos autores han descrito
plasmidos que codifican resistencia a los aminoglicésidos junto con la de
otros antibiéticos como B-lactamicos (52,69,169,184,203), tetraciclinas

(96,154) y sulfamidas (28,41,123).

La importancia de la difusién de plasmidos R que confieren

resistencia a aminoglicésidos y otros antibi6éticos es incuestionable, ya que
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TABLA-22.- Patrones de resistencia (PR) 'y nimero de
transconjugantes en que se localizan

PATRON DE RESISTENCIA N° TRANSC.
PR1 TmSm GmNt Ss KmDKBTIC AM TE MA 6
PR2 TmSm GmNt Ss KmDKBTIC AMTE 7
PR3 Tm  GmNt Ss KmDKBTIC AMTE 5
PRa Tm GmNt Ss KmDKBTIC AMTE MA 6
PRs TmSm GmNt Ss KmDKBTIC AM 3
PRe TmSm GmNt Ss KmDKBTIC AM MA 3
PR7 TmSm GmNt Ss DKBTIC AMTE MA 4
PRs Tm GmNt Ss KmDKBTIC AM MA 1
PRo9 TmSm GmNt Ss DKBTIC AM 2
PR1o Tm GmNt Ss DKBTIC AM 4
PRni Tm  GmNt Ss DKBTIC AMTE MA 1
PRiz TmSm GmNt Ss KmDKB 7
PR13 TmSmGm  Ss KmDKBTIC AMTE 1
PR14 TmSm Gm Ss KmDKBTIC AM 1
PRis Tm Gm  Ss KmDKBTIC AM !
PR1e Tm  GmNt Ss KmDKB 2
PR17 Tm Sm Nt Ss KmDKBTIC AM AN 1
PRis TmSm Nt Ss KmDKB AN 1
PR19 TmSm GmNt Ss KmDKBTIC AMTE AN 1
PR2o Sm Km TIC AMTE 8
PR21 Sm Km TIC AM 13
PR22 Sm Km AMTE 2
PR23 Sm TIC AM 11
PR2a Sm AMTE 1
PR2s Sm AM 2
PRz2e Sm TE 1
PR27 Sm Km 3
PR2s Km 6
PR29 Sm 9
PRa3o Km AMTE 1

ion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

10, los autores. Digitali

©Del



el uso de una clase de antibidéticos puede seleccionar la resistencia a
otros. Esto es particularmente importante con los B-lactamicos. La resis-
tencia a la AM se ha extendido de tal manera que un gran porcentaje de
aislados clinicos son resistente a éste farmaco. Los pladsmidos de resis-
tencia a las cefalosporinas, inicialmente afectaban a las de primera genera-
cion y algunas de segunda. Desde hace pocos aflos se han detectado plasmidos
de resistencia a cefalosporinas de tercera generacién (69. Esto es signi-
ficativo porque algunos de estos nuevos plasmidos transportaban también
resistencia a los aminoglicésidos. Aunque en los transconjugantes que hemos
obtenido no encontramos resistencia a cefotaxima, si que observamos un 14%
de resistencia a MA, un 57,674 de resistencia a TIC y un 63,12% de
resistencia a AM. Cuando los genes de resistencia a los aminoglicosidos y
B-lactamicos se encuentran en un mismo pladsmido 6 transposén, aunque los
mecanismos bioquimicos de resistencia sean diferentes, se produce una
resistencia cruzada. Por este motivo y a la vista de nuestros resultados

consideramos necesario llevar un seguimiento y control de los plasmidos de

multirresistencia que aparecen en los hospitales.

Para completar el estudio de los plasmidos realizamos la
extraccion de ADN plasmidico y electroforesis en geles de agarosa. Ante la
imposibilidad de presentar fotografias de todas las extracciones de ADN
plasmidico de donadoras y transconjugantes hemos elegido algunos ejemplos

(fotografias 1, 2, 3 y 4).

Nos encontramos ante una poblacién heterogénea de plasmidos con
pesos moleculares desde 1,3 a 102 Md. Con mucha frecuencia las cepas

donadoras presentaban mas de un pldsmido y sorprendentemente, también
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algunos de sus transconjugantes.

Los transconjugantes de las cepas n® 27 y 160 expresan
unicamente actividad acetilasa. l.a estirpe n’ 27 poseia tres plasmidos con
los siguientes pesos moleculares: 89,1, 63,1 y 2,3Md (Fotografia-1). El
transconjugante contenia un sélo plasmido de 89,IMd. El aislado n° 160
llevaba tres plasmidos de 45,2, 12,3 y 4,3Md (Fotografia-1) y expresaba
actividad AAC(3)-11. El transconjugante 160T contenia el plasmido de 45,2Md

y la actividad enzimatica.

La cepa n’ 184 mostraba tres plasmidos de 97,7, 66,1 y 52Md
(Fotografia-2) 'y sintetizaba APH(3’). El transconjugante adquirié el

pladsmido de 52Md y la actividad fosforilasa.

La estirpe n° 190 con las enzimas APH(3') y APH(3") y dos
plasmidos (Fotografia-2), transfirié los dos pldsmidos a la transconjugante,
pero sélo la actividad APH(3"). Es posible que los genes que codifican el

enzima APH(3’) se encuentren en el cromosoma.

El aislado n°® 192 cedié las actividades APH(3’) y APH(3") y los
tres plasmidos (5,4, 1,8, 1,4) (Fotografia-2) que contenia, al transcon-

jugante.

El transconjugante 112T mostraba un pldsmido de 52Md (Fotogra-

fia-1) y los enzimas APH(3’), APH(3") y AAD(3") igual que la donadora.

La cepa n’ 155 con los enzimas APH(3’), APH(3") y AAD(3") y
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cuatro plasmidos (Fotografia-1) transimitié los plasmidos de bajo peso mole-

cular (4,1 y 3,3) y los enzimas APH(3’) y APH(3").

El transconjugante 39T exhibia las misma enzimas, APH(3’) y
APH(3"), y dos (64,6 y 3,6) (Fotografia-1) de los cuatro plasmidos de la

donadora.

l.a cepa n° 30 contenia cuatro plasmidos (Fotografia-1) y acti-
vidades AAC(3)-V, APH(3') y APH(3"). El transconjugante 30Tl captd los plas-
midos de 45,7 y 2,3Md y las actividades APH(3’) y AAC(3); el 30T2, los plas-
midos de 45,7 y 2,95Md y todas las actividades de la donadora. El plasmido
de 45,7Md y los enzimas AAC(3) y APH(3’) son comunes en ambos transcon-
jugantes, por lo que asignamos a este plasmido los genes de estos enzimas.
Como el 30T2 tiene actividad APH(3") y un plasmido de 2,95Md que no se en-
contraban en el 30Tl, concluimos que en este plasmido de bajo peso molecular

se encuentra el gen de la APH(3").

El transconjugante 164T presentaba las mismas actividades
enzimaticas (AAC(3)-V y APH(3')) y tres plasmidos (52, 1,74 y 1,68Md)

(Fotografia-1) de los cinco que llevaba la donadora.

LLas cepas n’® 59 y 64 mostraban tres plasmidos iguales
(Fotografia-1). Sin embargo, la n° 59 expresaba actividad AAC(3)-V y
AAD(3"), vy la n° 64 AAC(3)-V, APH(3’) y APH(3"). Los transconjugantes tenian

los tres plasmidos y las mismas actividades que sus respectivas donadoras.

El aislado n° 149 contenia cuatro plasmidos (Fotografia-2) y
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los enzimas AAC(3)-V, APH(3’), APH(3") y AAD(3"). El transconjugante 149Tl
presentaba los cuatro plasmidos y todos los enzimas, mientras que el 149T2
sélo tenia un plasmido de 54,95Md y la actividad APH(3"). Dedujimos que el

gen de la APH(3") se encuentra en este plasmido.

La estirpe n° 178 exhibia cinco plasmidos (Fotografia-2) y los
enzimas AAC(3()-V, APH(3’) y AAD(3"). El transconjugante 178T1 adquirid
cuatro plasmidos y las actividades AAC(3) y APH(3’), y el 178T2 cuatro
plasmidos y las actividades APH(3'} y AAD(3"). Los plasmidos de bajo peso
molecular aparecen en los dos transconjugantes asi como el enzima APH(3’).
LLa diferencia residia en que el 178T1 presentaba el plasmido de 59,56Md y el
enzima AAC(3); y el 178T2 el de 74,13Md y el enzima AAD(3"). Por tanto,
inferimos que el gen de la AAC(3) se encuentra en el plasmido de 59,56Md y
el de la AAD(3"}) en el de 74,I13Md. E! gen del enzima APH(3’) puede que esté

en uno de los plasmidos de bajo peso molecular.

A la vista de todos estos resultados concluimos que los genes
de los enzimas AAC(3), APH(3"), APH(3') y/o AAD(3") se localizan en

pldsmidos de peso molecular variado.

Al intentar identificar algin plasmido determinado con una
actividad enzimatica concreta, s6lo tuvimos éxito con las estirpes que
presentaban ANT(2"). La fotografia-3 muestra los plasmidos encontrados en
las cepas n®® 74 75, 153, 154, 169, 173 y 174, y en sus transconjugantes.
Detectamos un plasmido de 75,88Md comin en todos ellos. Estudiando los
patrones de resistencia vemos que el mas repetido es Tm, Gm, Ss, Km, DKB,

TIC y AM. En algunos transconjugantes se acompafia de resistencia a Sm, Nm y
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TE. Estas resistencias se podrian justificar por la presencia de otros
plasmidos. Facinelli y Calegari (52) estudiando un plasmido aislado de
K.pneumoniae observaron que a un nucleo de resistencia a Sm, AM y
carbenicilina se le podia afiadir resistencia al cloranfenicol, TE, Km &6 Gm
sin un cambio apreciable en el peso molecular. Asi que, otra explicacién a
las resistencias afiadidas, es que se encuentren en el mismo plasmido que el

gen de la ANT(2") aunque no varie el peso molecular del mismo.

Groot y col (73) describen varios plasmidos portadores de
multirresistencias que codificaban a 1la ANT(2"). Uno de estos plasmidos
presentaba un patron de resistencia similar al obtenido por nosotros y el

peso molecular era de 120Kpb (79,2Md).

Sélo nueve estirpes presentaban ANT{(2"}, de las que siete
transfirieron por conjugacién los genes que codificaban a este enzima. Otros
autores (73,129) han descrito epidemias de Enterobacterias con plasmidos de
resistencia conjugativos que codificaban a la ANT(2"). Aunque en las
Enterobacterias aisladas de nuestro hospital la incidencia de este enzima es
bastante baja (6,38%), los plasmidos que la codifican pueden ser una fuente

de resistencia.

Estudiando los plasmidos encontrados en las estirpes con
AAC(6’)-1 observamos que todos son de alto peso molecular pero diferentes
entre ellos (fotografia-4). La cepa n° 21 presenta y transmite un plasmido
de 61,66Md; la n°44 de 48,98Md; la n° 69 de 83,18Md y la n° 37 de 20,89. El
plasmido de la cepa n° 37 no se transmitid por conjugaciéon sino por

transformacion.
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Nos llama la atencién que la resistencia a la AN sea solamente
2,8% y que estuviese codificada, en los cuatro aislados, por pldsmidos; tres
de éstos eran conjugativos. Una caracteristica notable de la resistencia a
la AN en Enterobacterias es su baja frecuencia a pesar de que los enzimas
que median la resistencia pueden transferirse por conjugacién y en trans-
posones de multirresistencias, y de que el uso de otros antibi6éticos como
Tm, DKB 6 Nt pueden seleccionarla. Incluso se ha descrito un caso en el que
el uso de la AN redujo la incidencia de resistencia a la Gm y Tm (144).
Price (144) sugieren que no es justificable darle a la AN el status de
aminoglicésido de reserva por el peligro de que surja la resistencia ya que
este antibiético tiene un espectro de accién mayor que cualquier otro ami-
noglicésido. Aun asi no debemos olvidar que también se han descrito casos de

plasmidos epidémicos con resistencia a la AN en Enterobacterias (186,187).

Para finalizar este estudio vamos a explicar el caso de la cepa
n’ 21. Este aislado de C.freundii presentaba un antibiograma bastante
espectacular, era resistente a todos los aminoglicosidos utilizados ademas
de a TIC, AM, TE y NA. Cuando estudiamos los enzimas modificadores
encontramos APH(3’), APH(3") y un perfil de acetilasa (tabla-E en anexo} que
no logramos identificar con un enzima acetilasa concreto. Se nos ocurrioé la
posibilidad de que la bacteria sintetizara dos enzimas acetilasas y que el

perfil observado fuera la suma de las dos actividades. Ya se habian descrito

otros casos en el que una misma estirpe presentaba dos acetilasas (122,209).
Pensamos que un isoelectroenfoque nos podria dar una idea de
los enzimas presentes. El resultado (figura~15) fue que obtuvimos tres picos

de actividad: uno a pH:5,38, otro a 6,7 y otro a 7,43. Mas de un enzima se
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detectaban en el extracto de la cepa n® 21.

En la extraccién de ADN plasmidico encontramos un sélo plasmido
de 61,66Md. Como esta cepa era resistente al acido nalidixico no la pudimos
conjugar con E.coli K-12 NA®. Utilizamos el ADN plasmidico obtenido para
transformar a E.coli HBIOl y conseguimos dos tipos de transformantes, Z21Hl
que era resistente a la AN, Tm, Nt, Km y DKB, y sensible a la Gm, y 21H2 que
era sensible a la AN, Tm, Nt y DKB y resistente a la Gm, Km y TIC. Habiamos

separado dos patrones de resistencia.

Los perfiles enzimaticos de los transformantes eran diferentes.
El 2IH1 mostraba un perfil tipico de AAC(6’)-1 y el 21H2 de una AAC(3). Por
las actividades con los diferentes antibidticos dedujimos que era una
AAC(3)-V, sin embargo las CMIls son mas bajas que las producidas por este
enzima y se asemejan a las de una AAC(3)-1. El 21H2 contenia también

actividad APH(3’) y APH(3").

Como el isoelectroenfoque mostré tres picos de actividad,
quisimos determinar qué enzima correspondia a cada uno. Con la 21H]
encontramos el pico de actividad a pH:5,38. La 21HZ2 mostraba un pico a 7,43
cuando se utilizaba la AN como sustrato, y dos picos, 6,7 y 7,6, cuando se
utilizé6 la Tm. Examinando la bibliografia encontramos que Umezawa y col. (8)
determinaron el punto isoeléctrico de una AAC(6’)-1 en 5,4; Tran Van Nhieu y
Collatz (185) el de una AAC(6’)-1V en 5,3; Le Goffic y col (103) el de una
AAC(3)-1 en 7,4 y el de una AAC(3)-11 en 6,4. A la vista de estos datos y de
nuestros resultados es posible que en la estirpe n® 21 estén presentes tres

enzimas acetilasas pero la confirmaciéon de ésto necesita mas estudios.
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Lo que podemos asegurar es que este aislado contiene, al menos,

dos acetilasas: AAC(6’) y AAC(3).

Conseguimos conjugar esta estirpe con E.coli resistente a
lmg/ml de Sm. E! transconjugante contenia todas las resistencias y

actividades enzimaticas de la donadora.

Un caso parecido fué descrito por Woloj y col. (209). Ellos
detectaron dos acetilasas, AAC(6’) y AAC(3), por medio de los transcon-
jugantes y transformantes. Lograron también transferir las dos actividades
juntas a un receptor por conjugacién. Encontraron dos pladsmidos implicados,
uno de 120Kpb (79,2Md) que llevaba la resistencia a Gm, y otro de 11Kpb

(7,26Md) con la resistencia a AN.

Otro dato curioso de la estirpe n’® 21 es que tanto los dos
transformantes como el transconjugante exhibian en la extraccién de ADN
plasmidico, un unico plasmido de igual peso molecular al obtenido con la
donadora (61,66Md) (fotografia-4). Basandonos en este resultado, dedujimos
que la estirpe n° 21 contiene dos plasmidos de igual peso molecular con in-
formacién genética diferente. Ademds estos dos plasmidos pueden ser trans-

feridos juntos por conjugacioén.

Afortunadamente, aislados como estos no se describen con fre-
cuencia, pero nos hacen reflexionar sobre la necesidad de llevar un control
en el uso de antibidticos y un seguimiento de los plasmidos de resistencia
que pueden aparecer en las estirpes bacterianas, sobre todo en las de origen

clinico.
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CONCLUSIONES.-

Hemos estudiado los enzimas modificadores de aminoglicésidos,
las resistencias que originan y los plasmidos que los codifican en

Enterobacterias procedentes de muestras clinicas, llegando a las siguientes

conclusiones:
1.- Todos los microorganismos presentaban enzimas modificadores de
aminoglicdsidos.

2.— En nuestro estudio, los enzimas modificadores que causan resistencia a
los aminoglicésidos en las Enterobacterias son: APH(3"), AAD(3"), APH(3’),

ANT(2"), AAC(3) y AAC(6’).

3.- El principal mecanismo de resistencia a los aminoglicésidos de uso

clinico, Tm, Nt, DKB y Gm, es el enzima AAC(3)-V.

4.- El enzima AAC(6’)-1 es la causa de resistencia a la AN en nuestra

coleccion de Enterobacterias.

H.- La combinaciéon de varios enzimas modificadores originan patrones de
multirresistencia importantes. La combinacién mas frecuente en las estirpes
estudiadas es la AAC(3)}-V + APH(3’), produciendo resistencia a la Tm, Gm,

Nt, DKB, Km, Rm, Pm y Nm.
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6.- No siempre la presencia de un enzima modificador de aminoglicésidos en

una bacteria implica resistencia a estos antibidticos.

7.— La conjugacién es una causa importante de la transferencia de los genes
que codifican los enzimas modificadores. Es un fendémeno frecuente en las
estirpes de Enterobacterias estudiadas por lo que estas constituyen una

fuente potencial de resistencia a los aminoglicésidos.

8.- Las estirpes donadoras pueden transmitir por conjugacion toda 6 parte de

su resistencia a las receptoras, y uno 6 varios plasmidos.

9.- La resistencia a los aminoglicésidos estda asociada con la resistencia a

B-lactdmicos, transmitiéndose juntas por conjugacion.

10- Un plasmido conjugativo de 75,88Md se relaciona con la resistencia

mediada por el enzima ANT(2").

11.- Los genes que codifican los enzimas modificadores en las estirpes
estudiadas se localizan en una poblaciéon heterogénea de plasmidos con pesos

moleculares que van desde 1,3 a 102Md.
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12.- La cepa n°21 presenta dos enzimas acetilasas, una AAC(6’)-1 y una

AAC(3). Es posible que pueda presentar dos formas de AAC(3).

13.- La cepa n° 21 ademas de las acetilasas, presenta actividad fosforilasa
APH(3") y APH(3’). La reunién de estos enzimas determinan, en la estirpe que
los contiene, resistencia a todos los aminoglicésidos de uso clinico y a la
mayoria de los empleados en este trabajo. Sélo es sensible a la Ap y

medianamente sensible a la Is.

14.- La mayoria de los microorganismos de este estudio son sensibles a la
Is. Sélo los que presentan AAC(6’)-1 expresan una sensibilidad moderada a

este antibiético.

182

ion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

©Del



00T "BUBYSIOAILN BOSIOHGIR "D 104G BpEZIed)

1010 "s9I0INe S0}

Ba e

ANEXOS



Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas.

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Serratia marcescens 1 I R R S s 1 R 1 R R S R R R
Serratia marcescens 3 S R R S 5sS1 R S R R R R R R
Providencia stuartii 5 R R R I 1 R I R R S R R R
Citrobacter freundii 6 S R R s s1I R S S R S S R R
6T R R R I S R R I R R S S R R
Enterobacter aerogenes 8 S S R S S 1 S S § R S S
Serratia marcescens 9 1 R R I § S R I - R R S R R R
Proteus mirabilis io RS R RS R R R § R S S
Serratia marcescens 11 I R R 1 S R R S R R S R R R
Klebsiella oxytoca 12 I $s R § S R S S s R S R R R
12T RS R R SR S 1 R R S R R R
Proteus mirabilis 15 S R R S S 1 S § S R S S
Enterobacter cloacae 16 I R R § S R S S S R S S R
16T RS R S SR S S R R S S R S
Klebsiella ozaenae 17 S R §S s s s S S S S S R

S: Sensible

R: Resistente

I:

Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS

ESTIRPE N Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Citrobacter freundii 21 R I R R R R R R R R S S R R
21H1 R RS RI s$ R I S S S s s s
21H2 S RR S8 S I R S S R S S R R
21S R RR RRR R R S§ R S S R 1
Klebsiella oxytoca 22 I R R S SR R S S R S S R R
22T S RR S SR R S R R S S R R
Klebsiella oxytoca 23 1 R R S S R R S S R S S R R
23T I RR I S R R S R R S S R R
Escherichia coli 24 1 S R RS R R S § R S S R R
24T R S R RS R R R R R S S R R
Klebsiella oxytoca 25 S RR S SR S s s R S I R R
25T R RR RS R I R R R S R R R
Citrobacter freundii 26 I RR S S R S S R S I R R
26T R RR RS R S R R R S R R R

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacion).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Serratia liquefaciens 27 R R R I § R S 1 S R S S R S
27T I S R S SR S S R R S S R S
Escherichia coli 28 R S R S SR R S S R S S R R
28T R S R I S R R 1 R R S S R 1
Enterobacter cloacae 29 S RS S s s s s s s S R
Citrobacter freundii 30 R RR I S R R 1 S R S S R R
30T1 R S R I S R R 1 R R S I R 1
30T2 R RR RS R R R R R S 1 R 1
Serratia liquefaciens 33 R R R I S R R 1 R R S R R R
Serratia liquefaciens 36 R RR S S R R s S R S I R R
36T I R R I S R R 1 R R S I R R
Klebsiella pneumoniae 37 R $ S RRS R R S S S S R S
37H 1 RS RI S R 1 S S S § s s
Escherichia coli 39 S RS S S S R S S R S S R S
39T S RS S SsS S R S R R S S R S

S: Sensible

R: Resistente

I

Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacion).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Klebsiella pneumoniae 40 S RS §SsSs R S S R S S R R
40T S RS S sSSsS R S R R § S R R
Escherichia coli 4] S RS S S S S S R R S S R S
41T S RS s s$Ss s S R R S§ S R S
Klebsiella pneumoniae 43 R S R RS R I R S R S S R R
43H I RR I $S R S S s s S S s S
Enterobacter zakazakii 44 R R S R R I R R S R S S R S
44T1 R RS RRI R R R R S S R S
44T2 S RS S sS S S S R S S S S S
44H I RS R1I S R 1 S R S S R S
Providencia stuartii 45 R R R R S R R 1 R R S R R R
Enterobacter cloacae 47 1 R R S SR S S s R S S R S
47T I S R S SR S S R R S S R S
Serratia marcescens 49 R R R I S R R 1 R R S R R R
Klebsiella oxytoca 50 S RS §$§ S S s s s S S S R S

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacioén).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 51 S RS s sSss s S s s S S R S
Escherichia coli 52 S RS S s s s s S R S S R S
52T S RS s ss S S R R s S R S
Serratia marcescens 54 R RR I S R R I R R S RR R
Escherichia coli 55 S RS S sSs S S s R S S R R
55T S RS S SsSs s s R R s S R s
Klebsiella pneumoniae 57 S RS § S s s s s s S S R S
Citrobacter freundii 58 S RS §S S sSs s s S R S S R S
58T S RS S SsSs S S R R S S R S
Klebsiella oxytoca 59 I R R I S R § 1 S R S S R R
59T I RR 8 SR S S R R S S R R
Escherichia coli 60 S RS s sSsSsS s s s § S s s R
60T S RS s s S S s R s S S S R
Enterobacter cloacae 61 S RS SSS S s s s S S R R

S: Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados

de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS

ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 63 S RS S s S R S S S S S R R
63T S RS S s s R S R S S S R R

Morganella morganii 64 R RR RS R R R S R S S R R
64T R RR R SR R R R S S S S S

Proteus mirabilis 66 R RR R SR R R S R S S R S
66T R 8§ R R SR R R R S S s s s

Escherichia coli 67 S RS S Ss R S S R S S R S
67T S RS §$SSsS R S R R S S R S

Enterobacter cloacae 69 R RS R1I S R R S S S S R S
69T1 R RS RRS R R R S S S s S

69T2 S RS §sSss S s R s S s 1 s

Escherichia coli 71 S RS S ss s s s R S S R S
1T S RS S SSsS s S R R S S R S

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 72 S RS s s S R S S R S S R S
72T S RS S SsS S R S R R S S R S
Escherichia coli 73 S RS s s s s s S R S S R R
73T S RS s SsSs S s R R S S R S
Klebsiella oxytoca 74 R RR S S S R 1 S 1 S S R S
74T R RR S S S R S R 1 S S R S
Klebsiella oxytoca 75 R R R S S S R R S R S S R S
75T R RR S S$SI R R R R S S R S
Escherichia coli 76 S RS $sSs s S S R S S R S
76T $ RS s sSSsS s sS R R S S R R
Escherichia coli 77 R RR I S R R R s S S S R S
77T R RR RS R R R R S S S s S
Escherichia coli 78 I RR RSI R S S R R RR R
78T R SR RSR R R R R S RR I

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 79 R RR RS R R R S R R R R R
79T1 R S R R S R R R R S S R R R
79T2 R RR RS R R R R R S R R R
Escherichia coli 80 S RS $s s S R S S R S S R R
80T S RS S SS$S R S R R S S R S
Citrobacter freundii 82 S RS S S S s s § S S S R S
82T S RS S S S S S R S S S S S
Escherichia coli 84 S RS S S S R S S R S S R R
84T S RS S8 S S R S R R S S R R
Escherichia coli 85 S RS S sS S R s § S S S R R
85T s s s s SsS S R S R S S S8 s S
Escherichia coli 87 S RS $S S S R S s R S S R S
87T S RS $sSSsS R $ R R S S R S
S: Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 89 I R R § 5 1 R § S R S S R S
89T1 S RS §$ S SsS R S R S S S s s
89T2 S §sS S SsS S R S R S S § s S
Escherichia coli 90 S RS §$s$SsS s s S R S S R S
90T S RS §s$S s s R R § § R s
Escherichia coli 92 S RS s ss s s sS s S § S R
Enterobacter cloacae 101 S RS s s s s s s s S § s S
101T S RS 8$8ss s S R S S s s s
Enterobacter cloacae 102 S RS s ss s s S s S S R S
102T S RS §sss s S R s s S s s
Escherichia coli 10 R RR RSR R R S R S S R S
103T1 S RS S s$SS R S R S s s s s
103T2 S §$sS s$sssS R S R S S S s s

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 105 I RR $ SR R S S R S S R S
105T1 S RS S S S R S R R S S R s
105T2 S 8§ s S sS S R S R s S § s S
Escherichia coli 106 S RS S sS S R S S R S RR R
106T S RS S SS R S R S S S S S
Serratia marcescens 107 R RR S SR R $ R R § RR R
Klebsiella pneumoniae 112 S-RS$S §SS R $§ S$§ R S S R R
12T S RS S$S$SS R $ R R § S R R
Escherichia coli 113 S RS S ss s S S s S S R R
113T S RS s s SsS s s R S S § s R
Serratia marcescens 114 I RR $SsS1 R S R R R RR R
Escherichia coli 118 S RS s s SsS s s R R § S
Enterobacter cloacae 119 S RS S Ss s s s s S S R S
119T S RS S s s s S R S S S R S

S: Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ESTIRPE

ANTIBIOTICOS

Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE

Klebsiella pneumoniae 120

Escherichia
Escherichia
Escherichia

Escherichia

Escherichia

coli
coli
coli

coli

coli

120T
121
123
124
127
127T
128
128T

Klebsiella pneumoniae 129

129T1
129T2

(7 7 B 7 B 7 B 7> B 7 I 7 T 7 B 7 T 7 B 7 B 7
w x x ™ P® XA NN N AN X
N 7 B Y S 7 T 7, B R 7 B T 7 T 7 B 7 I 7
7 B 7 N7 W ¥ NN 7 T N 72 I 72 N 7 R 7 B 7 B 7}
N T 7 N - S % N7 T 7 B 72 B 7 B 7 B 7 B 7
n . n . n . n un n n n un un
TOR”M R ™M XNV A N nnon

n v v " N N v Y nn v T wm

AN” o o»mownw o n v o»oxmwn

. B« B B« B B B B < B I B S

[ 72 T 75 T 72 T 75 T 75 TN ¥ N ¥ I 72 TR 72 B ¥4 B 70 B ¥ |

%]

17 TR 72 T 7, T 7, T 7 TN ¥ NN 72 IR 72 B 7 T 0 B 4

A

. B B < o B« e B

w

. B B« B 7 B 7 B 7 I 72

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Enterobacter cloacae 130 S R R § S 1 R S S R s I R S
130T1 S RS §s s s s R S S S § s
130T2 R RR RS R R R R R S R R S
13073 R S R RS R R R R R S R R S
Escherichia coli 131 S RS § s sS R S s R S S R R
131T S RS S S SsS R S R R S S R R
Providencia stuarti 132 R R R RS R R R S S S S R S
132T S RS S s s S S R S S s S s
Morganella morganii 133 S RS s§$ S S R sS S S S S R s
Escherichia coli 135 S RS S sS S R S§ s R S S R S
135T S RS § sSS R S R R S S R s
Escherichia coli 144 R RR RS R R R S R S R R R
144T1 S RS s s s R S R R S S R S
14472 R RR I S R R R R R S S R S
Serratia liquefaciens 146 I R R I S R R S R R S R R R

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 147 R RR RS R R R S R § I R R
147T1 R RR RSR R R R R 5 I R R
147T2 R 1 RSR R I R R S I R R
Escherichia coli 148 S RS S S S R S S R s S
Escherichia coli 149 R RR RS R R R R R S S R R
149T1 R RR RSR R R R R S S R R
149T2 S RS S SSsS s S R R S S R S
Enterobacter zakazakii 150 I R R § S R s 1 S R R R R R
150T R RR RSR S R R R S RR R
Enterobacter zakazakii 151 R R R 1 s R s 1 S R R R R R
151T R RR RS R S R R R S R R R
Enterobacter zakazakii 152 R RR S SR § S S R R RR R
152T R RR RSR R R R R 5 I R §
Klebsiella pneumoniae 153 R I R S § s 1 I S R S R R
153T R S R S SR R R R R S S R S

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS

ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Escherichia coli 154 I RI S s s R S S R S S R S
154T I RR S$SS R I R R S S R S

Escherichia coli 155 S RS S S S R S S R S S R S
155T S RS S sS s R S R R S S R S

Serratia liquefaciens 156 I R R I S R R 1 R R R R R R
Escherichia coli 157 I RR S SR R S S R S S R S
157T1 S RS 8§ sS sS R S R R S S R S

. 157T2 R RR I S R R R R R s S S S
Enterobacter cloacae 160 R S R I S R R R S S S R R R
160T R S R RS R R R R S S S s S

Klebsiella pneumoniae 161 S R R S S 1 R § s s S S R S
Klebsiella pneumoniae 163 S 1 R § S R R S S R S I R R
163T R RR RSR R R R R S R R R

Klebsiella pneumoniae 164 R S R I S R R 1 S R S R R R
164T R S R RSR R R R R S R R R

S: Sensible

R: Resistente

1: Sensibilidad moderada
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Tabla~A.~ Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Enterobacter zakazakii 165 R RR I S R R 1 S R S R R R
165T R RR RS R R R R R S RR S
Klebsiella pneumoniae 166 I R R S S 1 S S R R S R R R
Serratia marcescens 167 R RR RS R R R § R S R R R
167T R RR RS R R I R R S R R S
Morganella morganii 169 R R R S S 1 R 1 S R S S R R
169T1 S RS $ S S R S R R S S R R
169T2 R RR S SR R R R R S S R R
Enterobacter cloacae 1M 1 R R § SR R S §5 R S S R R
171T1 R RR 1 S R S 1 R R S S R S
171T2 R RR S SR R S R R S S R R
Klebsiella oxytoca 173 R R R S S 1 R R S R S § R S
173T R RR S SR R R R R S S R S
Citrobacter freundii 174 R RI S S S R 1 S R S S R S
174T R RR S S s R I R R S S R S

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Serratia liquefaciens 175 R RR I S R R R R R S R R R
Escherichia coli 176 R 81 s S S R R § R S S R S
Escherichia coli 177 R s 1 s S SsS R R S R S § R s
Klebsiella oxytoca 178 I R R S S R R § § R S R R R
178T1 R S R RS R R R R R S R R R
178T2 S RS S S S R S R R S S R R
Escherichia coli 179 R RR RS R R R S R S S R S
179T1 S RS § §s S S R R S S R S
179T2 R RR RS R R R R R S s § s
Klebsiella oxytoca 180 1 R R S S 1 S § S R S S R S
Eschericia coli 181 R R R I S R R 1 S S s S § S
181T R R R RS R R R R S S s S S
Klebsiella oxytoca 182 I RR I S R R I s R S S R S
182T R RR RS R 5 I R R S S R S

S: Sensible

R: Resistente

I: Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Klebsiella oxytoca 183 S RS s$ S S R S S R S S R R
183T S RS S sSs R S R 8 s SR R
Klebsiella pneumoniae 184 s § S §S S R § s R S S R S
184T S §$ S S$SSsSS R S R S S S R S
Escherichia coli 187 R RR I S R R R R s S § s R
Enterobacter cloacae 189 I RR S S1 R 1 S R R R R R
189T1 R S R RS R R R R R S RR R
189T2 R RR RS R R R R R S RR R
Klebsiella pneumoniae 190 S RS $ S S R S $ R S S R R
190T S RS SS S R S R R S SR R
Klebsiella pneumoniae 191 S RS S sSS R S S R S s R s
191T S RS §SS R S R R S S R s
Klebsiella pneumoniae 192 S RS § s S R §8 S R S S R S
192T S RS SSS S S R R S SR S

S: Sensible

R: Resistente

I:

Sensibilidad moderada
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Tabla-A.- Resultados de los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Klebsiella oxytoca 193 R S R I S R R 1 S R S S R R
193T R § R RS R R R R R S S R R
Klebsiella oxytoca 193R S RS §$ S S S s s R S S R R
193RT S RS S s sS S s R S S S R R
Citrobacter diversus 194 I RR I S R R I S s S S R S
194T R R R RSR R R R S S § § S
Serratia marcescens 197 R R R I § R R 1 R R R R R S
Enterobacter cloacae 198 I RR S SR S S S R R R R R
198S R RR R SR R R S R S S R S
Morganella morganii 200 R R R RS R R R S R S S R S
200T R R R RS R R R R R S S R S
Escherichia coli 201 R 8§ R I SR R 1 S R S S R R
201T R S R RS R R R R R S S R R
Proteus mirabilis 202 R RR RS R I 1 S R S I R R
Providencia stuartii 203 R RR RSR R R S R S S

S: Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada
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Tabla~A.- Resultados de

los antibiogramas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
ESTIRPE N° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB NA TIC CTX MA AM TE
Providencia rettgeri 204 R R R I S R s 1 S S S S R S
204T1 S RS S SS S S R s S § s s
20472 R S R RSR 5 I R R S SR S
Salmonella spp. 205 I R R S SR R S § s S S R S
Klebsiella pneumoniae 206 R RR RSR R R § § S S R S
206T R RR RS R R R R S S S s S
Serratia marcescens 207 S RR S SR R S R R S R R R
Citrobacter freundii 208 R RR RSR R R § S S S R S
2081 R R R RS R R R R S S § s s
E.coli K-12 NA T S § S S s s S S R S S S s s
E.coli Sm S S RS s ssSs s s S s S s s S
E.coli HBI101 H S RS s ss s s s s S § s S

S:- Sensible R: Resistente I: Sensibilidad moderada
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Tabla-B.- CMls de las estirpes de Enterobacterias
CMI (mg/1)
Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
1 32 64 128 32 4 128 >128 32 >128 >128 8 >128 >128 2
3 32 128 >128 32 1 128 >128 32 >128 >128 8 128 >128 2
5 16 >128 128 32 1 128  >128 32 >128 >128 8 >128 >128 2
6 16 >128 64 16 2 128 >128 16 >128 >128 2 128 >128 0.5
6T 32 >128 >128 64 1 >128 >128 64 >128 >128 8 >128 >128 0.5
8 4 32 64 4 i 64 4 8 1 2 2 2 32 05
9 32 >128 >128 32 4 128 >128 32 >128 5128 2 128 >128 2
10 0.5 16 0.25 0.5 1 0.5 2 1 1 2 4 2 >128 0.5
11 32 >128 >128 32 4 128 >128 32 5128 128 2 128 0128 1
12 32 2 128 64 1 128 8 32 - 1 2 2 1 32 0.5
12T 16 4 >128 32 2 >l28 16 64 8 4 4 1 16 0.5
15 2 128 128 4 2 128 2 4 2 2 2 1 >128 2
16* 16 128 >128 16 64 128 128 32 128
16 16 128 2128 16 1 128 8 32 1 2 2 4 1128 1
16T 32 4 >128 64 1 >128 16 32 4 4 4 0.5 16 0.5
* CMIs presentadas por la estirpe n_ 16  iniclalmente, luego perderfa parte de estas  resistenclas.
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Tabla-B.-

CMls de las estirpes de Enterobacterias {Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepan® Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
17 Q.5 64 Q.5 2 1 0.5 2 1 1 2 8 4 1128 1
21 >128 32  >128 >128 64 5128 >128 »128 >128 >128 2 >128 >128 8
21S 2128 >128 >128 >128 128 >128 2128 >128  >128  >128 8 >128 8 32
21H1 8 1128 1 64 32 16 >128 32 128 2 2 4 16 4
21H2 4 5128 64 8 1 64 >128 8 >128 >128 2 >128 16 0.25
22 16 >128 2128 16 2 128 >128 32 >128 >128 2 128 >128 1
22T 16 >128 >128 16 0.5 2128 >128 32 >128 >128 4 >128  >128 0.5
23 16 5128 2128 16 1 128 >128 16 >128 128 2 128 >128 0.5
23T 16 >128 2128 32 0.5 >128 >128 32 >128 128 4 >128 >128 0.5
24 >128 4 >128 >128 1 >128 >128 >128 128 128 8 >128 32 2
24T >128 4 2128 128 0.5 2128 >128 >128 >128 >128 8 >128 16 0.5
25 16 >128 2128 16 1 >128 4 16 1 4 8 1 >128 1
25T 32 >128 2128 64 2 128 16 64 8 4 8 1 >128 1
26 16 >128 2128 16 2 128 8 16 64 4 2 2 2128 1
26T 64 >128 >128 32 0.5 2128 16 64 4 2 4 0.5 >128 0.25
27 8 64 64 16 1 128 8 16 1 2 2 1 >128 0.5
27T 32 4 >128 32 0.5 >128 16 32 4 2 4 0.5 16 0.5
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Tabla-B.- CMls de las estirpes de Enterobacterias (Continuacion).
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
28 16 4 128 16 1 o128 2128 128  >128 >128 4 >128 32 2
28T 64 4 128 64 0.5 »>128 2128 64 >128 2128 4 5128 16 0.25
29 1 64 1 05 1 05 2 1 1 8 4 2 28 1
30 32 >128 >128 32 2 2128 2128 32 128 >128 8 >128 128 1
30T1 32 4 5128 64 0.5 >128 >128 64 128 >128 8 >128 16 0.25
30T2 64 >128 >128 64 1 2128 2128 64 >128 >128 4 >128 16 0.5
33 16 64 128 32 2 >128 >128 32 >128 2128 8 >128 128 2
36 16 >128 128 16 2 128 >128 32 128 >128 2 2128 128 0S5
36T 64 2128 >128 64 0.5 >128 >128 64 >128 >128 4 >128 128 0.5
37 32 2 1 64 64 32 >128 64 >128 4 2 4 32 8
37H 8 >128 1 64 32 8 128 16  >128 2 2 2 8 4
39 2 >128 1 1 4 2 2128 2 >128 2128 8 128 128 2
39T 0.5 >128 0.5 0.5 2 0.25 2128 0.5 >128 2128 4 128 16 0.5
40 2 128 1 0.5 1 1 >128 1 >128 >128 4 64 32 0.5
40T 2 2128 0.5 0.5 1 0.5 2128 2128 >128 4 >128 16 0.5
a1 0.5 128 0.5 0.25 1 1 2 2 1 a4 8 1 128 1
41T 0.5 >128 0.25 0.25 1 0.5 2 1 4 4 4 1 16 0.5
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Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias (Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp s
43 64 8 >128 128 2 128 32 128 1 2 4 1 64 0.5
43H 8 >128 >128 16 0.5 128 16 16 1 2 2 0.5 16 0.25
44 32 64 1 2128 64 32 >128 128 2128 4 4 4 >128 8
44T1 128 >128 2 128 64 64 >128 128 >128 4 4 8 1128 16
44T2 0.5 64 0.5 0.5 0.5 0.25 2 2 4 4 8 0.5 >128 0.5
44H 16 >128 1 64 32 8 2128 16 >128 2 2 1 16 4
45 16 >128 2128 32 2 128 »>128 32 >128 >128 8 128 >128 2
47 8 32 64 8 1 64 -4 16 1 2 2 1 >128 0.5
47T 16 4 128 32 0.5 128 8 32 4 2 8 0.5 16 0.25
49 32 >128 >128 32 2 128 >128 32 128 >128 4 128 >128 1
50 0.5 64 0.5 0.5 i 0.5 2 0.5 2 2 2 8 16 0.5
51 0.5 2128 0.5 0.25 1 0.5 2 1 2 4 4 16 >128 0.5
52 0.5 >128 0.25 0.5 1 0.5 2 1 2 2 2 8 32 0.5
52T 0.5 2128 0.25 0.25 1 0.25 2 1 4 4 4 1 16 0.5
54 16 128 128 16 2 128 >128 32 >128 >128 4 128 >128 2
55 0.5 >128 0.25 0.5 1 0.5 2 1 2 2 2 8 16 0.5
55T 0.5 >128 0.5 0.5 1 0.25 2 1 4 4 4 0.5 16 1

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

i0s autores. Digitali:

© Del



Tabla-B.- CMIis de las estirpes de Enterobacterias (Continuacioén).
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
57 0.25 64 0.25 0.5 1 0.5 2 0.5 1 2 2 2 16 0.5
58 0.5 128 0.25 1 1 0.5 2 1 2 128 4 2 32 0.25
58T 0.5 >128 1 0.5 1 0.25 2 1 4 4 4 0.5 16 0.5
59 8 >128 64 16 1 64 4 16 2 4 2 1 >128 0.5
59T 8 >128 64 8 1 64 8 16 2 1 2 0.5 »>128 0.5
60 0.5 64 0.25 0.5 1 0.5 2 1 1 2 2 3 16 2
60T 0.5 128 0.5 0.25 0.5 0.5 2 1 4 4 4 0.5 16 1
61 0.5 >128 0.5 0.5 2 1 4 1 4 4 4 8 64 1
63 1 64 0.25 0.5 1 0.5 »>128 1 >128 128 2 64 >128 0.5
63T 0.5 64 0.25 0.25 0.5 0.25 128 2 >128  >128 2 32 >128 0.5
64 16 >128 >128 32 2 >l128 >128 32 >128  >128 2 128 >128 2
64T 128 >128 2128 128 0.5 >128 >128 128 >128 >128 8 >128 16 0.5
66 8 >128 >128 64 2 128 >128 32 >128  >128 2 32 >128 0.25
66T 64 >128 >128 128 0.5 >128 >128 64 >128  >128 4 >128 16 0.5
67. 4 >128 1 0.5 2 1 >128 2 >128 5128 4 128 32 2
67T 2 >128 1 0.25 0.5 0.5 »>128 0.5 >128 >128 4 >128 16 0.5
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Tabla-B.- CMIis de las estirpes de  Enterobacterias (Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepan® Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
69 16 128 0.5 >128 64 64 >128 64 2128 2 2 4 5128 8
69Tl 64 128 2 128 64 64 >128 64 >128 4 4 8 2128 16
69T2 0.5 >128 0.5 0.5 0.5 0.25 4 0.5 4 2 4 1 >128 0.25
71 1 128 0.5 0.5 2 0.5 2 1 2 2 2 2 16 0.5
nT 0.5 2128 0.5 025 0.5 0.25 2 0.5 4 2 8 0.5 16 0.5
72 4 >128 0.5 2 2 1 >128 2 2128 2128 4 >128 32 2
72T 2 >128 0.5 0.25 0.5 0.5 2128 0.5 2128 >128 8 2128 16 0.5
73 1 128 0.5 0.25 2 1 4 1 1 2 2 2 i6 0.5
73T 0.5 >128 0.5 0.25 0.5 0.25 2 0.5 4 4 4 0.5 16 0.5
74 32 >128 32 1 2 32 >128 64 >128 2128 2 128 >128 0.5
74T 16 >128 64 0.5 0.5 16 >128 16 >128 >128 8 2128 16 0.25
75 32 128 32 0.5 2 32 >128 32 2128 2128 2 128 >128 0.5
75T 128 >128 128 1 1 32 >128 128 >128 >128 4 >128 16 1
76 0.5 >128 0.5 0.5 2 1 4 1 4 4 4 8 32 2
76T 0.5 >128 0.5 0.25 1 0.5 1 1 8 4 4 2 16 0.5
7 . 32 >128 2128 32 2 >128 >128 32 >128 >128 4 128 64 1
77T 64 2128 2128 128 0.5 »>128 >128 128 >128 2128 4 >128 0.25
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Tabla-B.- CMis de las estirpes de Enterobacterias (Continuacion).
CMI {mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
78 32 28 128 128 2 5128 128 128 128 >128 2 28 64 1
78T 128 4 >28 128 1 28 28 128 oizg 128 4 s 16 05
79 32 3128 >I28 64 2 3128 >28 128 128 ;igg i ;igg fg 8'2
79T1 128 2 128 128 05 >128 >Iz8 128 128 o s e o 22
79T2 64 5128 O>I28 64 0.25 >I28 >I128 128 5128 ‘
80 0.5 28 05 05 2 1 128 1 128 >11§88 j 23 fg o ;
80T 0.5 128 05 025 05 025 528 05 528 :
82 1 1286 05 05 2 05 4 1 4 3 i o ? fg 0'?
82T 0.5 64 0.25 0.25 1 0.25 2 05 2 :

84 0.5 >28 025 05 2 05 >128 1 >128 ;i;g i 126;‘1 ig oOésss
84T 0.5 28 05 025 0.5 0.25 528 1 128 :
g5 1 8 05 05 2 1 >z8 1 128 i};g 2 >11§§ 132 o é
85T 0.5 2 05 025 05 025 >28 1 128 :
g7 ] 122 05 05 2 1 28 2 >128 ;gz : >11§§ ;igg o é
87T 0.5 64 0.5 0.25 05 025 528 1 >128 :
89 8 >128 64 8 2 64 >128 8  >128 ;gg : ;gg ;ig o é
89T1 2 128 0.5 025 05 0.25 >I28 2 s )% s el 00
89T2 2 4 1 05 1 05 28 4 >128
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Tabla-B.- CMls de las estirpes de  Enterobacterias (Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
90 0.5 2128 0.5 0.5 2 1 2 1 4 4 4 8 32 1
90T 0.5 >128 0.25 0.25 0.5 0.5 1 1 4 4 4 0.5 16 0.5
92 0.5 >128 0.5 0.5 2 1 4 1 4 4 4 2 128 1

101 0.5 128 0.5 0.5 2 1 2 1 4 2 2 2 >128 0.5
101T 0.5 64 0.5 0.5 1 0.25 1 1 4 4 8 1 >128 0.5
102 0.5 1280 0.25 0.5 2 1 4 1 4 2 2 4 >128 Q.5
102T 0.5 64 1 0.5 1 0.25 1 1 4 8 4 1 >128 0.5
103 16 >128 128 16 4 128 >128 16 >128 >128 4  >128 >128 2
103T1 1 64 0.5 0.25 0.5 0.25 >128 4 >128 128 4 >128 >128 0.5
103T2 1 2 1 0.5 0.5 0.5 128 1 >128  >128 g8 128 16 1
105 16 >128 128 32 4 128 >128 16 >128  >128 4 5128 >128 2

105T1 2 128 0.5 0.25 0.5 0.5 >128 2 >128 >128 2 2128 128 0.5

105T2 1 8 1 1 1 1 >128 1 >128 128 8 128 8 0.5

106 8 128 64 8 2 64 >128 8 >128 >128 4 >128 128 0.5

106T 2 >128 0.5 0.25 0.5 0.5 >128 4 >128 128 4 >128 >128 0.5

107 16 128 128 32 2 128 >128 32 >128 >128 4 >108 >128 2

112 4 >128 0.5 0.5 2 1 >128 2 >128 128 2 >128 >128 1

112T 0.5 >128 0.5 0.5 1 0.25 >128 1 >128 >128 4 >128 >128 1
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Tabla-B.- CMls de las estirpes de  Enterobacterias (Continuacién).
CMI (mg/1)

Cpan® Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
113 1 128 0.5 0.5 2 1 4 1 8 4 4 2 32 1
113T 1 128 1 0.25 2 0.5 4 1 8 4 8 2 16 1
114 8 128 128 16 4 128 >128 32 528 >128 2 >128 >128 1
118 1 >128 0.5 0.5 2 1 4 1 8 4 4 2 32 1
119 0.5 64 0.25 0.5 2 1 2 1 4 2 2 4 >128 0.5
119T 1 128 0.5 0.25 1 0.5 2 1 4 2 4 2 >l28 1
120 0.5 >128 0.25 0.5 4 1 2 2 4 4 4 2 16 1
120T 0.5 >128 1 0.5 2 0.5 4 1 4 4 8 2 16 2
121 1 >128 0.5 0.5 2 1 4 2 8 4 4 2 32 2
123 0.5 128 0.25 0.5 1 1 2 1 4 2 2 2 >128 1
124 1 >128 0.5 0.5 2 1 4 1 4 4 4 4 32 1
127 1 >128 0.5 1 2 1 >128 1 >128  >128 4 128 >128 1
127T 0.5 >128 0.5 0.25 0.5 0.25 >i28 1 >128  >128 4 >128 16 0.25
128 1 >128 0.5 1 2 1 >128 1 >128  »>128 4 64 >128 0.5
128T 0.5 >128 0.5 0.25 0.5 0.25 »>128 1 >128  >128 4 128 16 0.5
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Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias {Continuacién}.
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
129 2 64 05 1 2 1 128 2 128 128 1 128 128 1
129T1 > 128 1 05 0.5 05 >28 2 >128 128 4 >I28 >128 !
129T2 2 2 05 025 05 05 528 2 128 128 4 28 16 |
130 8 >128 64 8 0.5 64 >128 8 128 128 2 128 128 0.25
130TI 025 128 0.5 0.25 0.5 0.25 2 05 4 2 4 05 16 05
130T2 64  >128 >I28 128 0.5 >128 O>I28 64 128 >128 4 >128 16 0.25
130T3 64 2 >128 128 0.5 28 128 64 >I128 128 8§ >28 16 05
131 5> 5128 05 0.25 2 05 >128 1 3128  >128 2 128 32 1
13iT 2 28 05 025 05 05 >128 2 128 5128 4 >28 16 0.5
132 16 >128 128 >128 4 >128 128 128  >128 128 8 128 >128 4
132T 0.25 122 05 025 05 0.5 2 2 4 2 4 05 K8 05
133 0.5 64  0.25 0.25 ] 1 >128 0.5 128 128 4 16 128 0.5
135 05 128 05 05 > 1 28 1 128 >11§§ 2 Z: 16: 8'2
135T 0.25 128 05 0.25 0.5 025 >28 05 >128 :
144 32 128 128 16 > 5128 128 32 128 >12‘; f ”ozi Zg_g ozé
14471 0.25 64 0.5 025 0.5 0.25 1 05 LN, M
144T2 64 >128 128 32 > 3128 128 64 128

146 8 64 128 64 a 128 128 32 >leg 128 g8 128 >l28 2
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Tabla-B.- CMIs de las estirpes de FEnterobacterias (Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepan® Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
147 128 >128 >128 >128 4 >128 >128  >128 128 >128 8 128 32 4
147T1 128 >128 >128 128 0.5 >128 >128 1128 >128 128 4 >128 16 0.5
147T2 32 2 >l28 64 0.5 >128 >128 32 >128 >128 4 5128 16 0.25
148 2 64 0.5 1 4 1 >128 1 >128  >128 8 128 >128 1
149 64 >128 >128 128 2 >128 >128 64 >128 128 4 3128 >128 0.5
149T1 64 >128 >128 64 1 >128 >128 64 >128 >128 4 3128 >128 0.5
14972 0.25 >128 0.25 0.25 0.5 0.25 1 0.5 4 2 4 0.5 16 Q.25
150 16 >128 128 32 2 128 8 32 1 4 4 4 >128 1
150T 64 >128 128 32 1 >128 32 64 4 0.5 2 1 >128 0.5
151 16 >128 >128 32 2 >128 8 32 1 4 4 4 >128 1
151T 64 >128 >128  >128 0.5 >128 32 64 4 2 4 1 >128 0.5
152 16 >128 128 16 2 128 8 16 1 2 4 4 >128 1
1527 64 >128 >128 128 1 >128 32 64 4 2 4 0.5 ‘8 0.5
153 16 16 32 1 2 16 64 64 1 4 4 4 >128 0.5

153T 128 128 128 1 2 128 >128 128 8 8 16 1 128 4

154 16 64 16 i 1 16 >128 32 >128  >128 4 64 >128 0.5

154T 16 64 32 0.25 0.5 >128 64 32 4 2 4 0.5 »>128 0.25
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Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias {Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
155 0.5 128 0.5 1 2 1 >128 1 >128 128 4 64 >128 1
1S5T 0.25 128 0.25 0.5 0.5 0.25 >128 0.5 >128 >128 8 64 16 0.5
156 16 128 128 32 2 128 2128 32 >128  >128 8 128 >128 2
157 16 2128 64 16 4 64 >128 16 >128 1128 8 >128 >128 2
157T1 1 128 0.25 0.25 0.5 0.5 >128 2 >128 1128 4 >128 >128 0.5
157712 2 4 1 0.5 1 1 >128 1 >128 >128 8 >128 8 0.5
160 >128 8 >128 128 4 >128 >128  >128 4 4 4 4 32 1
160T 2128 4 >128 >128 0.5 >128 64 128 4 2 16 0.5 16 0.5
161 8 128 128 16 2 128 2128 32 >128 >128 2 128 32 0.5
163 16 32 128 32 2 128 >128 16 >128  >128 2 128 5128 0.5
163T 64 128 >128 64 1 >128 32 32 >128 5128 4 128 128 2
164 32 2  >128 32 1 >128 >128 32 >128  >128 2 128 16 0.5
164T 2128 4 128 128 0.5 >128 >128 128 >128  >128 8 >128 16 0.5
165 16 2128 128 32 2 128 >128 16 2128 >128 4 128 >128 0.5
165T 128 2128 >128 128 2 128 >128 128 >128  >128 16 >128 >128 4
166 8 >128 64 8 1 64 8 8 4 1 1 4 >128 0.5
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Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias (Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepan® Tm Sm GOm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
167 64 128 >128 64 4 >128 >128  >128 >128  >128 8 >128 5128 4
167T 128 >128 >128 128 1 >128 >128 128 2128 >128 4 >128 >128 1
169 32 2128 128 1 4 128 >128 128 2128 128 8 >128 >128 2
169T1 1 2128 0.5 0.25 0.5 0.5 >128 2 2128  >128 4 >128 >128 0.5
169T2 128 2128 >128 1 1 >128 2128 128 2128 >128 4 >128 >128 0.5
171 32 64 128 32 2 2128 >128 32 2128 >128 4 >128  >128 2
171T1 32 64 128 64 0.5 >128 32 32 4 2 4 0.5 >128 0.5
171T2 32 64 2128 64 0.5 >128 >128 32 >128 >128 4 >128 >128 0.5
173 64 64 64 1 1 64 128 128 32 8 2 2 >128 0.5
173T 128 64 128 1 0.5 64 >128  >128 4 2 4 0.5 >128 0.5
174 16 >128 32 0.5 2 16 2128 32 2128  >128 4 128 64 0.5
174T 32 2128 32 0.25 0.5 16 >128 32 >128 128 8 >128 16 0.25
175 32 32 64 32 4 128 >128 128 >128 128 2 128 >128 1
176 32 4 32 1 2 16 64 64 32 4 4 2 16 1
177 32 4 32 4 2 32 64 128 32 4 4 8 16 1
178 8 64 128 32 2 128 >128 16 32 16 2 4 5128 1
178T1 128 4 >128  >128 0.5 1128 >128 128 2128 >128 8 >128 16 0.5
178T2 8 2128 8 2 0.5 8 >128 8 >128 >128 8 > 128 »>128 1
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Tabla-B.-

CMIs de las estirpes de Enterobacterias

(Continuacion).

CMI (mg/1)
Cepan® Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
179 32 >128  >I28 64 2 28  >I128 64 128 128 4 128 32 1
179T1 0.5 >28 05 025 05 05 4 0.5 g8 2 4 1 16 05
179T2 64 5128 128 128 0.5 >i28 >I28 64 128 >128 4 128 16 05
180 8 128 128 16 05 64 4 16 4 2 1 2 >28 05
181 32 128 128 64 1 128 >I128 32 >I28 >128 2 64 16 0.5
181T 128 >128 128 >128 1 128 >128 128 >128 >I28 8 128 16 1
182 8 28 128 32 0.5 128 128 16 128 >128 1 128 >128 1
182T 64 64 128 64 1 128 16 64 8 4 8 ] 28 0.5
183 2 >l28 11 2 1 28 1 >128 >128 2 128 >28 05
183T 1 >128 05 025 05 0.25 >28 1 >128 >128 4 128 >28 0.5
184 1 4 1 05 1 05 >128 2 >128 >128 4 >28 16 05
184T 2 4 05 025 05 05 >28 2 128 128 4 >128 16 1
187 64  >128 >I28 >128 2 128 128 128 128 >128 4 >28 32 05
189 16 >28 128 32 0.5 >28 128 16 >128 >128 2 128 >128 05
189T1 128 4 >128 128 1 128 128 128 128 128 8 128 16 05
189T2 . 32 128 >I28 64 0.5 >28 >128 32 1128 >128 4 28 >128 05
190 4 128 1 0.5 2 4 128 8 128 128 2 128 64 1
190T 8 128 2 0.5 2 2 >28 16 >128 >128 4 >128 32 4
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Tabla~B.- CMIls de las estirpes de Enterobacterias (Continuacién).
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp s
191 g 3128 1 05 2 4 H>128 8 3128 5128 > 128 128 1
191T 8 128 2 05 2 2 328 16 128  >128 4 28 32 1
192 8 128 1 05 2 5128 8 >128 5128 5 128 64 1
192T 4 64 1 0.5 1 16 4 8 4 4 13 1
193 32 4 >i28 32 2 5128 >I28 32 128 >1§2 2 ;i;g fg’ i
193T 128 4 >I28 128 1 28 >128 »>128 28t
193R 1 128 0.25 1 2 05 8 1 32 16 2 f ;i;g 0'51
193RT 0.5 >I28 1 0.25 1 0.25 i ] 4 16
194 16 28 128 16 1 128 >128 64 oizg 128 2 )1152 >121§ 8'%2
194T 128 >128 >128 128 0.5 >28 >128 128 >i28 128 '
197 64 28 128 32 8 128 128 >128 >i2g 128 2 >z 128 2
198 8 64 64 16 2 128 8 16 4 32 é 3 >121§ O'i
1985 64 128 >I28 64 8 >128 128 64 4 2
200 64 >128 >I28 >I28 2 3128 >28 128  >I28 >1§8 g ;igg >12§8 o é
200T 128  >28 >I28 >128 1 28 >128 >128 >i2g 128 :
201 16 8 128 16 2 128 >128 8 128 i‘;g g >12684 ‘%82 g'g
201T 64 g8 >28 128 05 >28 128 64 28 ! :
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Tabla-B.- CMIs de las estirpes de Enterobacterias (Continuacion).
CMI (mg/1)

Cepa n° Tm Sm Gm Nt AN Ss Km DKB Rm Pm Ap Nm Sp Is
202 64 32 128 64 4 >128 4 32 8 4 4 2 >128 1
203 32 128 >128 128 2 2128 >128 64 >128 >128 8 128 >128 0.5
204 16 128 128 32 2 >128 4 32 4 4 4 2 2128 0.5
204T1 1 128 1 1 1 0.5 2 1 8 4 8 1 16 1
204T2 16 4 >128 64 0.5 128 8 32 4 4 8 0.5 16 0.5
205 16 128 128 16 2 >128 2128 32 O>I28 >128 4 2128 64 1
206 128 2128 2128 128 2 >128 >128 128 >128 >128 8 >128 16 0.5
206T >128 >128 2128 >128 1 >128 2128 5128 >128 >128 8 >128 16 0.5
2Q7 16 128 128 16 2 128 2128 16 >128 >128 4 >128  >128 1
208 64 >128 2128 32 1 >128 >128 64 128 >128 8 >128 64 0.5
208T 128 >128 2128 128 0.5 >128 © 1128 128 >128 >128 8 2128 16 0.5
S 1 2128 2 1 4 0.5 4 1 4 8 8 2 16 2
K~12 0.5 4 1 0.5 0.5 0.5 2 0.25 4 4 8 0.5 16 0.25
HB101 0.25 >128 0.5 0.25 0.5 0.25 1 0.25 1 2 2 0.5 8 0.25

ion realizada por ULPGC. Biblinteca Universitaria, 2008

i0s autores. Digitali:

© Del



Tabla-C.- Perfiles de fosforilasas.

ANTIBIOTICOS
Cepa N° KmA Km KmB Nm Bt Lm Pm Rm AN Sm Gm
1 33 73 100 4 80 38 73 3 5
3 30 37 100 36 58 14 16 23 7
5 35 49 100 38 78 19 47 16 5 3
6 35 45 100 56 55 60 82 42 62 10
9 27 34 100 33 S50 29 4 23 4 2
13 27 35 100 40 59 12 27 14 13 2
21 100 100 81 8 1 1 0]
22 82 100 72 18 14 72 2
23 68 100 121 92 16 49 5
24 52 100 77 115 10 0 2
30 67 60 100 72 58 51 72 29 1 0
33 38 53 100 IS 81 i 30 12 6 1
36 35 53 100 55 63 43 53 32 52 21
39 30 59 100 58 8 TI 6l 8 I3 3
Los valores se han calculado considerando la actividad de la Nm

como 100%
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Tabla-C.- Perfiles de fosforilasas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS

Cepa N° KmA Km KmB Nm Bt Lm Pm Rm AN Sm Gm
40 38 24 100 39 63 52 50 23 31 8
45 22 32 100 29 65 13 17 3 6 0
49 28 34 100 41 51 31 26 1l 8 3
54 26 27 100 39 44 8 23 12 5 1
63 31 3 100 45 60 92 38 26 31 7
64 57 100 51 142 8 51 11 48 5
66 52 100 15 32 60 65 3 21 2
67 50 100 104 79 10 6l 1
72 45 100 12 81 14 21 2
74 50 100 70 50 16 78 3
75 48 100 72 54 18 106 4
77 26 45 100 27 T 44 40 11 122 3
78 49 100 76 57 14 17 3
79 46 100 79 110 15 20 5
Los valores se han calculado consliderando la actividad de la Nm

como 100%
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Tabla-C.- Perfiles de fosforilasas (Continuacion).

ANTIBIOTICOS
Cepa N° KmA Km KmB Nm Bt Lm Pm Rm AN Sm Gm
80 42 100 69 70 15 8 6
84 51 100 65 52 33 1I5 8
85 26 38 100 46 75 63 39 16 6 2
87 84 44 100 45 59 33 41 16 9 2
89 44 60 100 35 80 105 55 3 0
103 53 100 110 103 6 0 2
105 47 100 74 56 6 3 O
106 57 65 100 64 69 57 53 20 7 4
107 34 45 100 64 95 16 17T i1l 66 O
112 20 34 100 39 94 42 38 27 19 9
114 24 39 100 28 59 17 18 13 4 4
127 54 100 65 60 8 50 2
128 60 100 71 62 4 56 3
129 40 41 100 56 8 48 42 32 12 2
Los valores se han calculado considerando la actividad de la Nm

como {00%
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Tabla-C.— Perfiles de fosforilasas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS
Cepa N° KmA Km KmB Nm Bt Lm Pm Rm AN Sm Gm
130 39 30 100 39 43 42 28 27 20 7
131 71 100 117 144 15 13 8
133 35 100 57 56 7 1 3
135 59 100 115 99 17 10 9
144 30 41 100 32 63 80 39 10 2
146 121 100 136 163 15 3
147 33 32 100 44 71 72 45 13 21 3
148 47 100 81 70 5 15 2
149 29 53 100 39 70 53 43 20 2
155 72 100 131 125 21 4 3
156 26 33 100 28 42 26 28 14 3
157 43 52 100 46 66 80 60 5 3 1
161 35 39 100 25 40 29 38 33 56 32
163 60 100 93 90 28 10 7
Los valores se han calculado considerando la actlvidad la  Nm

como 100%

to, los autores. Digitali
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Tabla~C.- Perfiles de fosforilasas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS

Cepa N° KmA Km KmB Nm Bt Lm Pm Rm AN Sm Gm

164 42 47 100 8 93 89 76 36 21 4
165 36 42 100 5l 63 34 39 27 48 8
167 122 100 119 119 18 0 3
169 60 I00 65 65 50 50 3l 28 8
17 83 100 113 75 13 4 5
174 80 100 102 48 22 33 3
175 75 100 139 103 14 3
178 67 100 89 81 8 0
179 56 100 56 38 4 38 2
181 28 100 45 44 8 88 3
182 79 100 93 69 10 6l 3
183 71 100 88 60 8 4 2
184 69 100 75 S6 19 35 3
187 45 100 94 67 9 155 5
Los valores se han calculado considerando la actividad de la Nm

como 100%
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Tabla-C.- Perfiles de fosforilasas (Continuacién).

ANTIBIOTICOS

Cepa N° KmA Km KmB Nm Bt Lm Pm Rm AN Sm Gm

189 58 100 57 56 5 82 2
190 70 100 115 128 64 29 35
191 93 100 72 76 10 1

192 46 100 64 68 16 7

193 45 100 66 69 ) 1 1
194 44 100 74 66 5 0 1
197 66 100 70 68 6 0 2
200 100 100 8 82 10 7 2
205 100 100 81 80 10 75 3
206 40 100 93 50 26 75 20
207 ! 100 104 89 6 0 2
208 33 100 74 56 18 28

Los valores se han calculado considerando la actividad de la  Nm

como 100%
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Tabla-D.— Perfiles de adenilasas.

ESTIRPES

ANTIBIOTICOS

74 75 153 154* 169* 173 174 176 177
Gm 100 160 1060 100 100 100 100 100 100
Ss 13¢ 192 170 199 125 182 70 72 160
Tm 80 113 143 87 16 97 36 T8 80
AN 6 6 126 24 6 6 15 7 6
Km 77 13 17t 151 104 137 52 138 119
Nm 8 107 23 4 6 22 10 8
Pm 10 46 10 7 8
Rb 11 3 29 9 2 16 11 9
Sm 463 532 82 33 24 6 6
Sp 128 105 6 56 2i 12 7 6
Nt 90 92 28 137 45 99 3l 38 35
Los valores se han calculado  considerando la  actividad de

la Gm como 100%

* Valores obtenidos con los transconjugantes, 154T y 169T2.
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Tabla-E.- Perfiles de acetilasas.

Antibioticos Estirpes

1 3 5 6 8 9 10 11 12
GmCi 76 75 98 70 118 56 47 85 63
GmCia 100 100 100 100 100 100 100 100 100
Gm
Ss 69 67 62 69 75 85 43 71 82
KmA 12 9 7 7 49 19 8 15 8
KmB 25 39 23 44 57 30 31 36 32
Km
Tm 265 66 10 69 90 57 44 95 84
DKB 71 37 66 78 65 53 55 78 74
Nm 10 14 25 37 7 28 3 11
Pm 2 2 0 3 0 0 3 0
Bt 5 29 1 16 0 10 i
Lm 10 5 7 6 7 6 1 2
Rm 0 12 1 11 1 0 0 0
AN 6 0] 4 0] 9 1 1
Nt 28 23 15 24 9 22 11 23
Ap 2 0 o 1 2 0 0 0
2’~Nt 12 15 I3 22 14 27 30 IS 22
6’~Nt 1 16 14 26 25 13 17 25 36
5-Epi 22 23 28 15 9 32 20 21 14
Dact 3 3 2 0 2 0 4 i
Los valores se han calculado considerando la  actividad de la Gm

como 100%
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Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuacién).

ion realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008
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Antibibdticos Estirpes

15 16 21 2iH1 2l1H2 22 23 24 25
GmCi 67 54
GmCia 100 100
Gm 100 100 100 100 100 100 100
Ss 42 114 65 171 70 83 64 54 62
KmA 143 14
KmB 99 40
Km 2 91 347 12 3 7 11
Tm 50 128 84 225 85 91 64 59 57
DKB 40 131 106 260 76 63 47 13 68
Nm 9l 68 326 3 2
Pm 0] 0 8 12 0 2 1
Bt 42 0
Lm 6 3
Rm 0 35 294 3 0 1 L 0
AN 0 34 48 258 3 4 2 3
Nt 7 26 91 185 34 19 19 45 14
Ap 0 11 8 7 3 2 2 0 1
2'-Nt 182 60 19
6’-Nt 45 30 27
5-Epi 209 103 14
Dact 6 4 2
Los valores se han calculado considerando la actividad de la Gm

como 100%




Tabla-E.- Perfiles de acetilasas {continuacién).

Antibiéticos Estirpes

26 27 28 30 33 36 37 43 44
GmCi 64 100 72 2 45
GmCia 100 100 100 100 100
Gm 100 100 100 100
Ss 68 43 87 57 70 50 102 42 17
KmA 12 17 8 242 15
KmB 33 28 30 83 31
Km 36 31 6 241
Tm 79 29 98 65 89 69 93 48 166
DKB 7 18 58 73 77 71 162 59 176
Nm 38 3 12 1 147 4 287
Pm 6 1 0 8 3
Bt 1 0 74 0
Lm 0 1 7 0
Rm 63 1 1 0 0] 1 0 220
AN 28 2 2 11 1 53 1 202
Nt 74 14 38 21 22 12 37 16 181
Ap 6 1 0] 0 (0] 0 0 0 13
2’-Nt 32 33 19 19 131 36
6’-Nt 48 53 18 18 14 41
5-Epi 17 24 35 190 22
Dact 2 0 0 0 5 1
Los valores se han calculado considerando actividad de la  Gm

como 100%
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Tabla-E.- Perfiles de

acetilasas (continuacién).

Antibidticos Estirpes

45 47 49 54 59 64 66 69 77
GmCi 88 100 94 3 56 72 21 130
GmCia 100 100 100 100 100 100 100 100
Gm 100
Ss 74 64 92 77 50 45 88 83 120
KmA 22 3 25 18 9 22 156 26
KmB 26 41 39 30 22 47 122 48
Km 5
Tm 39 67 116 76 22 25 147 164 121
DKB 59 30 129 51 77 44 53 159 153
Nm 6 3 9 7 2 2 5 103 7
Pm 3 2 0 1 1 0 1 6 2
Bt 7 7 2 0] 0 2 42 5
Lm 5 5 2 0 [ 4 4 5
Rm 2 4 1 1 0 5 0
AN 3 8 5 2 8 52 5
Nt 17 31 25 18 16 13 38 62 21
Ap 0 3 0 0 0 0 2 4 4
2’-Nt 13 14 25 16 23 29 42 120 12
6’-Nt 0 19 49 11 28 38 60 14 30
5-Epi 21 11 21 14 11 12 28 195 28
Dact 3 0 5 0 1 o 3 1 8
Los valores se han calculado considerando la  actividad de la Gm

como 100%
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Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuacioén).

Antibiéticos Estirpes

78 79 89 103 105 106 107 114 130

GmCi 117 64 33 41
GmCia 100 100 100 100
Gm 100 100 100 100 100

Ss 84 103 63 78 68 63 74 50 45
KmA 21 12 6 6
KmB 63 56 24 14
Km 60 46 3 40 1

Tm 165 139 58 98 80 48 134 48 56
DKB 100 157 33 107 81 28 91 35 38
Nm 2 2 0 24 35 0 11 14 3
Pm 2 0 l 6 6 4 1 2
Bt 9 7 11 1

Lm 11 6 2
Rm 3 3 1 6 7 0 2
AN 4 4 1 16 20 8 1

Nt 92 90 13 16 48 12 20 14 7
Ap 6 8 2 6 6 0] 2 0 1

2'-Nt 16 20 16 14

6'-Nt 27 21 8 26
5-Epi 13 27 18 13

Dact 9 i 4 1

Los valores se han calculado considerando la  actividad de la Gm

como 100%
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Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuacién).

Antibidticos Estirpes

132 144 146 147 149 150 151 152 156

GmCi 105 73 107 52 61
GmCia 100 100 100 100 100
Gm 100 100 100 100

Ss 84 73 73 53 70 43 98 49 67
KmA 21 15 9 8 8
KmB 39 42 62 14 30
Km 16 13 12 6

Tm 74 9 111 40 57 45 110 73 75
DKB 109 101 95 82 83 23 54 32 62
Nm 12 7 0 4 i 5 1 1t
Pm 22 3 0 o 0 1 4 1 6
Bt 2 0 0 0 0
Lm 1 o 2 ¢ 7
Rm 13 0 o 0 0 6 3 0
AN 3 1 6 0 2 1 3
Nt 60 15 26 14 12 12 51 21 13
Ap 3 1 o o 0 0 3 0 1
2’-Nt 7 16 13 13 15
6’'-Nt 30 28 12 12 11
5-Epi 20 10 8 15 18
Dact 3 0 0 1 3
Los valores se han calculado considerando la  actividad de Ja Gm

como 100%
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Tabla~E.- Perfiles de acetilasas (continuacién).

Antibiéticos Estirpes

157 160 161 163 164 165 166 167 171
GmCi 73 77 95 717 49
GmCia 100 100 100 100 100 100
Gm 100 100 100
Ss 64 60 56 67 65 38 84 69 84
KmA 12 18 13 8 4
KmB 24 66 34 53 16
Km 2 1 12 20
Tm 92 62 67 84 77 38 73 108 96
DKB 46 191 65 57 80 34 65 85 96
Nm 1 3 3 2 4 16 2
Pm 2 4 1 0 0] 2 2
Bt 2 (6] 2 0 0]
Lm 5 2 2 2 1
Rm 0 0 0] 0 0] 0 0 13 3
AN 3 2 2 1 3 t i 4 4
Nt 11 9 13 8 15 10 28 45 64
Ap 1 0] 0 0 0] 1 0 1 3
2'-Nt 9 13 12 15 8
6’-Nt 16 24 13 35 14
S-Epi 15 12 10 8
Dact o 2 1 1
Los valores se han calculado considerando la  actividad de la Gm

como 100%
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Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuacioén).

Antibidticos Estirpes

175 178 179 180 181 182 183 187 189

GmC

GmCia

Gm 100 100 100 100 100 100 100 10O 100
Ss 62 74 65 62 84 67 93 Sl 51
KmA

KmB

Km 82 5 5 15 6 6 7 5 17
Tm 113 106 63 60 97 89 95 45 76
DKB 85 89 63 71 63 47 71 43 98
Nm 59 1 0 13 1 4 1 1 5
Pm 2 1 0 13 0 4 1 1 4
Bt

Lm

Rm 56 1 0 13 2 3 2 1 4
AN 26 3 2 11 3 ) 4 2 6
Nt 63 32 20 22 32 16 22 21 50
Ap 1 0 0 14 0 4 2 o 5
2'-Nt

6'-Nt

5-Epi

Dact

ion realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008
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Los valores se han calculado considerando la actividad de la Gm

como 100%




Tabla-E.- Perfiles de acetilasas (continuacién).

Antibiéticos

197

GmCi

GmCia

Ss
KmA
KmB
Km
Tm
DKB

Pm
Bt
Lm
Rm
AN
Nt

Ap
2’-Nt
6’-Nt
S-Epi
Dact

100
65

113

102

110
69

102
75
69

Los

como 100%

calculado

Estirpes
198 200 201
100 100 100
94 81 75
5 32 8
88 91 97
44 136 63
4 0] {
2 0 1
4 0 1
3 3
21 53 7
3 2 0]
considerando la actividad
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Tabla-E.~ Perfiles de acetilasas (continuacién).

Antibidticos Estirpes
205 206 207 208
GmC1
GmCia
Gm 100 100 100 100
Ss 100 82 68 70
KmA
KmB
Km 29 5 3 38
Tm 102 82 109 87
DKB 110 121 65 104
Nm 3 1 5
Pm 1 2 0] 3
Bt
Lm
Rm 3 3 6 5
AN 4 7 4 6
Nt 80 28 11 88
Ap 2 5 0 9
2’'-Nt
6'~Nt
5-Epi
Dact
Los valores se han calculado considerando

como 100%
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TABLA-F.-

Enzimas encontradas
detectadas en los transconjugantes.

en cada aislado y actividades

CEPA N° ENZIMAS
1 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
3 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
5 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-III
6 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-III
6T APH(3")  APH(3’)  AAC(3)
8 AAC(3)-11
9 AAD(3")  APH(3')  AAC(3)-11I
10 AAC(3)-V
11 AAD(3")  APH(3") APH(3')  AAC(3)-V
12 AAC(3)-V
12T AAC(3)
15 AAC(3)-1
16 AAD(3")  AAC(3)-V AAC(6)-1*
16T AAC(3)
* Actividad mostrada inicialmente, posteriormente perderia esta

actividad.
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TABLA-F.~-

Enzimas encontradas
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).

en cada aislado y actividades

CEPA N° ENZIMAS

17 AAD(3")

21 AAC(3) APH(3’)  APH(3")  AAC(6’)-I1
21H1 AAC(6’)

21H2 AAC(3) APH(3")

22 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
22T APH(3") APH(3’) AAC(3)
23 APH(3") APH(3’)  AAC(3)-V
23T APH(3")  AAC(3)

24 APH(3’)  AAC(3)-V

24T APH(3’)  AAC(3)

25 AAD(3")  APH(3") AAC(3)-V
25T AAC(3)

26 AAC(3)-111

26T AAC(3)

27 AAD(3")  AAC(3)-V

27T AAC(3)
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TABLA-F.-

Enzimas encontradas en cada aislado y actividades
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).

CEPA N° ENZIMAS

28 APH(3’)  AAC(3)-V

28T AAC(3) APH(3")

29 AAD(3")

30 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-V

30Tl APH(3’)  AAC(3)

30T2 APH(3") APH(3’) AAC(3)

33 AAD(3") APH(3") APH(3’) AAC(3)-V
36 AAD(3") APH(3") APH(3’) AAC(3)-V
36T APH(3’)  AAC(3)

37 AAC(6’)-1

39 APH(3’)  APH(3")

39T APH(3’)  APH(3")

40 APH(3’)  APH(3")

40T APH(3")  APH(3’)

41 APH(3")  AAD(3")

41T APH(3")
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TABLA-F .-

Enzimas encontradas
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).

en cada

aislado y

actividades

CEPA N° ENZIMAS

43 AAC(3)-11

44 AAD(3")  AAC(6’)-1

44Ti AAC(6%)

44T2 AAD(3")

45 APHI(3’)  AAD(3")  AAC(3)-V
47 AAD(3")  AAC(3)-V

47T AAC(3)

49 APH(3’)  AAD(3")  AAC(3)-V
50 APH(3")

51 APH(3")  AAD(3")

52 APH(3")

52T APH(3")

54 AAD(3") APH(3") APH(3’) AAC(3)-V
55 APH(3")

55T APH(3")
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actividades

TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y
detectadas en los transconjugantes {Continuacién).
CEPA N° ENZIMAS

57 APH(3")

S8 APH(3")

S8T APH(3")

59 APH(3") AAD(3") AAC(3)~V
59T AAD(3") AAC(3)

60 APH(3")

60T APH(3")

61 APH(3")

63 AAD(3")  APH(3")  APHK3’)
63T AAD(3") APH(3") APH(3’)

64 APH(3") APJH(3') AAC(3)-V
64T APH(3") APH(3’) AAC(3)

66 APH(3") APH(3’) AAC(3)-V
66T AAC(3)

67 APH(3") APH(3’)

67T APH(3") APH(3’)
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TABLA-F.-

Enzimas encontradas en cada aislado y actividades
detectadas en los transconjugantes (Continuacion).

CEPA N° ENZIMAS

69 APH(3")  AAC(6’)-1

69T1 AAD(3")  APH(3") APH(3’)  AAC(&")
69T2 AAD(3")

71 APH(3")

7T APII(3")

72 APH(3")  APH(3’)

72T APH(3")  APH(3')

73 APH(3")

73T APH(3")

74 APH(3")  APH(3’)  AAD(3") ANT(2")
74T ANT(2")  APH(3") API(3’)

75 APH(3") APH(3’) AAD(3") ANT(2")
75T APH(3")  APH(3’)  ANT(2")

76 APH(3")

76T APH(3")

77 APH(3") AAD(3") APH(3') AAC(3)-V
77T APH(3")  APH(3’)  AAC(3)

itn realizada por ULPGC. Biblioteca Universitaria, 2008

los autores. Digitali

©Del



TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).
CEPA N° ENZIMAS

78 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-1I
78T APH(3")  APH(3’)  AAC(3)

79 APH(3")  APH(3’}  AAC(3)-II
79T1 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)
79T2 APH(3")  AAC(3)

80 APH(3")  APH(3’)

80T APH(3")  APH(3’)

82 APH(3")

82T APH(3")

84 APH(3")  APH(3’)

84T APH(3")  APH(3’)

85 APH(3’)

85T APH(3")

87 AAD(3")  APH(3")  APH(3")
87T APH(3")  APH(3’)

89 AAD(3")  APH(3") APH(3’)  AAC(3)-V
89Tl APH(3")  APH(3’)

8912 APH(3’)
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TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).
CEPA N° ENZIMAS

90 APH(3")

90T APH(3")

92 APH(3")  AAD(3")

101 AAD(3")

10tT AAD(3")

102 AAD(3")

102T AAD(3")

103 APH(3’) AAD(3")  AAC(3)-1HI
103T1 AAD(3")  APH(3’)

103T2 APH(3")

105 APH(3") AAD(3")  AAC(3)-IIi
105T1 AAD(3")  APH(3’)

105T2 APH(3’)

106 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
106T AAD(3")  APH(3’)

107 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
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TABLA-F.-

Enzimas encontradas en cada aislado y actividades

detectadas en los transconjugantes (Continuacidn).

CEPA N° ENZIMAS

12 AAD(3")  APH(3")  APH(3’)
12T APH(3")  APH(3")

113 APH(3")

13T APH(3")

114 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
118 APH(3")

119 AAD(3")

119T AAD(3")

120 APH(3")

120T APH(3")

121 APH(3")

121T APH(3")

123 APH(3")  AAD(3")

124 APH(3")

127 APH(3")  APH(3’) AAD(3")
1271 APH(3")  APH(3’)
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TABLA-F.- Enzimas encontradas en cada aislado y actividades
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).
CEPA N° ENZIMAS

128 APH(3")  APH(3’) AAD(3")
128T APH(3")  APH(3’)

129 APH(3")  APH(3’)  AAD(3")
129T1 APH(3")  APH(3’)

12972 APH(3’)

130 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
130T1 APH(3")

130T2 APH(3")  APH(3’) AAC(3)
13073 AAC(3)

131 APH(3")  APH(3’)

131T APH(3")  APH(3’)

132 AAC(3)-V AAD(3")

132T AAD(3")

133 APH(3")  APH(3’)

135 APH(3")  APH(3’)

144 APH(3’) APH(3"})  AAD(3") AAC(3)-V
144Tl AAD(3")

144T2 APH(3")  APH(3’) AAC(3)
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TABLA-F.-

Enzimas encontradas
detectadas en los transconjugantes (Continuacioén).

en cada

aislado y

actividades

CEPA N° ENZIMAS
146 AAD(3")  APH(3')  AAC(3)-v
147 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
147T1 APH(3") APH(3’) AAC(3)
147T2 APH(3’)  AAC(3)
148 APH(3’)  APH(3") AAD(3")
149 APH(3")  APH(3’) AAD(3") AAC(39-V
149TI1 APH(3") APH(3’)  AAC(3)
149T2 APH(3")
150 APH(3")  AAD(3")  AAC(3)-V
150T APH(3")  AAC(3)
151 AAD(3")  APH(3") AAC(3)-V
I51T AAD(3")  AAC(3)
152 AAD(3")  APH(3") AAC(3)-V
152T APH(3")  AAC(3)
153 AAD(3")  ANT(2")
153T AAD(3")  ANT(2")
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TABLA-F.- Enzimas encontradas
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).

en cada aislado y actividades

a

CEPA N ENZIMAS
154 ANT(2")  AAD(3")  APH(3")
154T ANT(2")  AAD(3")  APH(3")
155 APH(3’)  AAD(3")  APH(3")
155T APH(3")  APH(3’)
156 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
157 APH(3")  AAD(3") APH(3’)  AAC(3)-V
I57T APH(3")  APH(3’)
160 AAC(3)-T1
160T AAC(3)
161 APH(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
161T APH(3’)  AAC(3)
163 AAD(3")  APH(3") APH(3’) AAC(3)-V
163T APH(3")  APH(3’)  AAC(3)
164 APH(3’)  AAC(3)-V
164T APH(3’)  AAC(3)
165 AAD(3")  APH(3") APH(3’)  AAC(3)~-V
165T APH(3")  APH(3’})  AAC(3)
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en cada aislado y actividades

TABLA-F.- Enzimas encontradas
detectadas en los transconjugantes (Continuacion).
CEPA N° ENZIMAS
166 AAD(3") APH(3") AAC(3)-V
167 APH(3’) AAD(3") AAC(3)-V
167T AAD(3") APH(3’) AAC(3)
169 APH(3") AAD(3") APH(3") ANT(2")
169Tl APH(3") APH(3’)
169T2 APII(3") APH(3’) ANT(2")
171 APH(3’) AAC(3)-V
171T1 AAD(3") AAC(3)
171T2 APH(3") APH(3") AAC(3)
173 ANT(2") AAD(3")
173T AAD(3") ANT(2")
174 APH(3’) APH(3") ANT(2")
174T APH(3") APH(3’) ANT(2"}
175 AAD(3") APH(3") AAC(6’)-11
176 ANT(2")
177 ANT(2")

itn realizada por ULPEC. Biblinteca Universitaria, 2008

to, los autores. Digitali

©Del



TABLA-F.-

Enzimas encontradas en cada aislado y actividades
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).

CEPA N° ENZIMAS

178 APH(3’) AAD(3") AAC(3)-V

178T1 APH(3’)  AAC(3)

178T2 APH(3’)  AAD(3")

179 APH(3")  APH(3’) AAC(3)-V

179T1 APH(3")

179T2 APH(3") APH(3’)  AAC(3)

180 AAD(3")  AAC(3)-V

181 APH(3")  APH(3’) AAC(3)-V

I8IT APH(3")  APH(3’)  AAC(3)

182 AAD(3") APH(3’) APH(3") AAC(3)-V
182T AAC(3)

183 APH(3’)  APH(3") AAD(3") AAC(3)-V
183T APH(3")  APH(3")

184 APH(3’)

184T APH(3")

187 APH(3") APH(3’) AAC(3)-V
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TABLA-F.-

Enzimas encontradas en cada aislado y actividades
detectadas en los transconjugantes (Continuacién).

CEPA N° ENZIMAS

189 APH(3") APH(3’) AAD(3") AAC(3)-V
189T1 APH(3’)  AAC(3)

189T2 AAD(3")  APH(3’)  APH(3")
190 APH(3')  APH(3")

190T APH(3")  APH(3’)

191 APH(3’)  AAD(3")

191T APH(3")  APH(3’)

192 APH(3")  APH(3’)

192T APH(3")

193 APH(3’)  AAC(3)-V

193T APH(3’)  AAC(3)

193R AAD(3")

193RT AAD(3")

194 APH(3’)  AAC(3)-V

194T APH(3")  APH(3’) AAC(3)
197 APH(3’)  AAD(3") AAC(6’)-11

ion realizada por ULPEC. Biblioteca Universitaria, 2008

ios sutores. Digitali

© Del



TABLA-F.-

Enzimas encontradas en cada aislado

detectadas en los transconjugantes (Continuacion).

y

actividades

CEPA N° ENZIMAS

198 AAD(3")  AAC(3)-V

198S AAC(3)

200 APH(3’)  APH(3") AAC(3)-1l
200T AAC(3)

201 APH(3’)  AAC(3)-V

201T AAC(3)

202 AAC(3)-V

203 AAC(3)-V

204 AAC(3)-11

204TI APH(3")

204T2 AAC(3)

205 APH(3")  APH(3') AAC(3)-1
206 APH(3") APH(3’) AAC(39-V
206T APH(3")  APH(3’) AAC(3)
207 AAD(3")  APH(3’)  AAC(3)-V
208 APH(3’)  APH(3") AAC(3)-1I
208T APH(3’)  APH(3")  AAC(3)
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