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RESUMEN

El empleo de quinolonas para el tratamiento de infecciones del tracto urinario (ITU) se ha incrementado notablemente, hecho
que ha conllevado a la aparicidon de cepas resistentes. El objetivo del estudio fue determinar los perfiles y mecanismos moleculares
por los que las cepas de Z. co/i uropatdgenas resistentes a quinolonas sobreviven a dichos antibidticos. Para ello, se utilizaron 3 cepas
de £ coli uropatégenas sensibles y 58 cepas resistentes. En cuanto a la sensibilidad antimicrobiana, se utilizo el método de difusion
en disco para dcido nalidixico (W), ciprofloxacino (Cip), levofloxacino (Lvx), norfloxacino (Nfx) y moxifloxacino (Mxf). Las pruebas
moleculares consistieron en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), polimorfismo en longitud de los fragmentos de restriccion
(RFLP) y secuenciacion del gen gyr A. Para el andlisis de datos se utilizaron los programas Excel, Blastn y ClustalX. Las cepas de
E. coli uropatogenas presentaron dos perfiles mayoritarios: resistencia a W 25,90% y cepas resistentes a WCipNorLvxMxf 43,10%.
Mediante RFLP-PCR del gen gyr A, se determiné que 50 (86,20%) cepas presentaron una mutacion puntual en el codén que cambid
el aminodcido Ser 83 por Leu en la ADN girasa A; mientras que cuatro cepas no presentaron esta mutacion. Con el analisis de las
secuencias nucleotidicas del gen gyr A de 26 cepas, se confirmaron los perfiles de restriccion; ademads, se detectd un cambio en el
codon de Asp 87 a Asn en 22 de las cepas analizadas. Las cepas de £ co/i uropatogenas resistentes a WCipNorLvxMxf representaron
el principal perfil de resistencia a quinolonas. Asimismo, la mayoria de cepas contienen una mutacion en la ADN girasa A que cambia
de Ser 83a Leu.
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SUMMARY

The use of quinolones for the treatment of urinary tract infections (UTI) has increased dramatically, a fact that has led to the
emergence of resistant strains of pathogen. The aim of the study was to determine the profiles and molecular mechanisms of quinolone-
resistant uropathogenic £scherichia coli strains. For this, 3 sensitive strains of £ co/i uropathogenic and 58 quinolone-resistant strains
were used in the antimicrobial sensitivity with the disk diffusion method for nalidixic acid (W), ciprofloxacin (Cip), levofloxacin (Lvx),
norfloxacin (Nfx) and moxifloxacin (Mxf). For molecular tests were used polymerase chain reaction (PCR), restriction fragments length
polymorphism (RFLP) and sequencing of gyrA gene. Excel, Blastn and ClustalX programs were used for data analysis. Uropathogenic £
coli strains showed two major patterns: 25,90% resisted W and 43,10% resisted WCipNorLvxMxf. RFLP-PCR of gyr A gene showed that
50 (86,20%) strains had a point mutation in codon 83 wich changed Ser by Leu in the DNA gyrase A, while four strains did not have this
mutation. With the analysis of nucleotide sequences of gyrA gene from 26 strains were confirmed restriction patterns; besides, 22 strains
amutation changed Asp 87 to Asn. Uropathogenic £ co/istrains resistant to WCipNorLvxMx(f represented the main pattern of quinolone
resistance. Also, most strains contain a mutation in the DNA gyrase A changing Ser 83 by Leu.

Keywords: Uropathogenic Zscherichia coli, quinolones, antimicrobial resistance, DNA girase A, gene gyr A.

INTRODUCCION E coli uropatdgena (UPEC), es uno de los agentes
as infecciones del tracto urinario (ITU) son causales mas frecuentes de las ITU, se le ha descrito resistencia
frecuentemente diagnosticadas en pacientes crecienteaampicilina, amoxicilinaycefalosporinasde primera

bulatorios y hospitalizados, se estima que y segunda generacion. Ante esta situacion, se recomienda el
entre el 80 a 90% de estas son de origen bacteriano, algunas  "S° de quinolonas, siendo ciprofloxacino y norfloxacino los
mas usados por prescripcion médica y automedicacion. Sin

veces sin presencia de sintomas. Por ello, las ITU constituyen : . ; :
un serio problema de salud que afecta a millones de personas ~ €Mbargo, el uso de quinolonas como terapia de primera linea
para el tratamiento de ITU no complicada se deberia evitar

cadaafio, siendo la segunda causa de infeccién mas frecuente - Hdiatl ¢ -
en humanos. La mayoria de mujeres tiene al menosuna ITU ~ para disminuir la resistencia .

durante su vida y es comtin en gestantes; asi, la proporcion de En bacterias Gram negativas como £ co/, el blanco
ITU entre mujeres y hombres jovenes es de 30:1 ). o sitio de accion de las quinolonas es la ADN girasa, que
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contiene dos subunidades alfa y dos beta, y es codificada
por los genes gyr A y B, respectivamente. Mutaciones
puntuales en los codones del gen gyr A que codifican los
aminoacidos Ser 83y Asp 87 dela ADN girasa A en la Region
Determinante de Resistenciaa Quinolonas (QRDR), eslavia
mas comun de resistencia a este grupo de antimicrobianos.
Diversos estudios describen a las mutaciones puntuales
en la region QRDR del gen gyr A como responsables de la
alta resistencia, principalmente a fluoroquinolonas. Otros
mecanismos de resistencia son la disminucion del nimero
de porinas en la membranay un sistema de eflujo de ladroga
del citosol hacia el espacio extracelular /9.

Elincrementoderesistenciaadiversosantimicrobianos,
y en particulara quinolonas, se traduce en un deterioro de la
calidad del tratamiento afectando no sélo al paciente, sino
que, al reducir la disponibilidad de antimicrobianos, afectan
su eficacia y por tanto el tratamiento de las infecciones en el
futuro. En Per, la resistencia a ciprofloxacino en pacientes
ambulatorios con ITU varia entre 14 a 25%, y en pacientes
hospitalizados es de 31% ©. En consecuencia, el objetivo
del estudio fue determinar las mutaciones frecuentes en
el gen gyr A en cepas de £. coli uropatogenas resistentes a
quinolonas mediante la reaccion en cadenade la polimerasa,
el polimorfismo en longitud de los fragmentos de restriccion
y la secuenciacion del gen gyrA.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de £. coli uropatégenas

Se utilizaron cepas de Escherichia coli uropatdgenas,
provenientes de pacientes mujeres procedentes de
instituciones de salud de Lima Norte, las cuales fueron
recolectadas entre el 2001y 2007. De las cepas empleadas,
58 presentaron resistencia a una o mds quinolonas y tres
fueron sensibles. £ coli ATCC 8739 fue utilizada como
indicadora de sensibilidad a estas drogas.

Prueba de sensibilidad a quinolonas

Se realizd segun la prueba de difusién en disco
de Kirby-Bauer. Previamente, se reactivaron las cepas
en caldo tripticasa de soyaa 37°C durante 18 h. Luego
se cultivaron en agar tripticasa de soya (TSA) en las
condiciones antes descritas, siendo la dilucién del
indculo equivalente a o,5 en la escala de McFarland;
posteriormente, usando un hisopo estéril, se sembro
sobre la placa de agar Mueller Hinton. Después, los
discos de acido nalidixico 30 pg, norfloxacino 10 pg,
ciprofloxacino 5 pg, levofloxacino 5 pg, moxifloxacino
5 pg, provenientes de EMV (Chile), se colocaron sobre
el agar sembrado e incubaron a 37°C durante 24 h. Los
tamarios de los halos de inhibicion fueron medidos
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con una regla e interpretados segun las tablas del CLSI
y se clasificaron como sensibles o resistentes a los
antimicrobianos que se usaron en este estudio (9.

Extraccion de ADN genémico

Las cepas de £ coliuropatogenas fueron cultivadas
en caldo Luria Bertani a 37°C hasta alcanzar la fase
exponencial, aproximadamente a las 12 h. Después,
el cultivo se centrifugd a 60oo rpm por 10 min, el
precipitado celular se resuspendid en 300 pL de buffer
de lisis pH 8,0, se afiadieron 15 pL de SDS 20% y 5 pL
de proteinasa K, se incubé a 55°C por 4 h. Luego, se
afiadieron 300 pL de la mezcla fenol:cloroformo (1:1),
se homogeneizo y centrifugd por 5 min a 9gooo rpm,
se separaron 250 pL de la fase acuosa y se afiadid igual
volumen de cloroformo. A 200 pL de la fase acuosa se
afiadio acetato de sodio 3M e isopropanol, se centrifugd
a 9ooo rpm durante 5 min, y finalmente el ADN se
disolvié en 30 pL de buffer TE. Para verificar la pureza
y la concentracidon del ADN se realizé una electroforesis
utilizando geles de agarosa 1% con TAE 1X a 8o Vy el
marcador de peso molecular ADN del fago Lambda/
Hind 111. El gel de agarosa se colore6 con bromuro de
etidio y se visualizd en un transiluminador de luz UV.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El volumen final de la reaccion fue de 25 pL
conteniendo buffer 1X, MgCl, 1,5 mM, deoxinucleétidos
trifosfatos 200 pM, Tag ADN polimerasa1 U, iniciadores 10
MM decadauno (GyrAF-TACACCGGTCAACATTGAGG-3’
y Gyr AR 5-TTAATGATTGCCGCCGTCGG-3), ADN
genomico 50 ng. La amplificacién del ADN fue realizado
enel termociclador Perkin Elmer2400. Lascondicionesde
reaccion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial a
94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos (desnaturalizacién
94°C por30s, hibridacién a 62°C por 30 sy polimerizacion
a 72°C por 30 s); y 1 ciclo final de polimerizacion a 72°C
por 5 min. Se utilizé como control negativo la mezcla
de reaccion sin ADN y como control positivo ADN de
E. coli ATCC 8739. Los productos de PCR se separaron
por electroforesis en gel de agarosa 1,5% utilizando buffer
TBE 1X a 80 V, usando el marcador de peso molecular
Hyperladder IT (Bioline Inc. USA).

Digestion de los productos amplificados

A un microgramo de ADN del gen gyr A
amplificado, se afadio AHinf'1 5 U siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los productos de la
digestién se separaron por electroforesis en gel de
agarosa 3:1 HRB 3,5% (Amresco Inc, USA) utilizando
buffer TBE o,5 X a 80V, se utilizé el marcador de peso
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molecular “Hiperladder IT” (Bioline Inc. USA). Los geles
se tifleron con bromuro de etidio y se fotografiaron en
un transiluminador de luz ultravioleta a 305 gm.

Secuenciacién del gen gyr A

La zona del gen gyr A amplificado conteniendo
la region QRDR fue sencuenciada para determinar la
mutacion mas frecuente asociada con la resistencia a
quinolonas. La secuenciacién se realiz6 en el analizador
de ADN ABI Prism 3100 (Applied Biosystems, USA)
del Instituto de Medicina Tropical “Alexander von
Humbodlt” de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

Analisis de datos

Se esquematizaron los perfiles de restriccion del gen
gyrA,alineando cada banda y tomando como referencia los
pesos moleculares del marcador Hiperladder II. Los perfiles
de ADN de las cepas resistentes a quinolonas se compararon
con el perfil de las cepas sensibles. Los datos se analizaron
utilizandoel programa Excel. Parael andlisisdelassecuencias
del gen gyr A de las cepas de Z coli uropatdgenas se
utilizaron sistematicamente dos programas bioinformaticos
de libre acceso: BLASTn, que permite encontrar regiones de
semejanza local entre diversas secuencias de nucleotidos y
aminoacidos; CLUSTALX 2.0.9, que permite alinear varias
secuencias de nucledtidos y aminodcidos a identificar; y
Bioedit, que facilita la edicion de las secuencias.

RESULTADOS

Analisis de sensibilidad de las cepas de . coli
uropatdégenas

En este estudio se utilizaron 61 cepas UPEC, 3
sensibles y 58 resistentes a quinolonas (W, Cip, Nor,
Lev, Mfx), determinadas utilizando el método de
difusion de Kirby Bauer. En la tabla 1 se muestran los
perfiles de sensibilidad de dichas cepas.

En la figura 1 se observa la distribucién de los
fenotipos de resistenciaa quinolonas, los mas frecuentes
son 15 (25,86%) cepas resistentesa Wy 25 (43,10%) cepas
resistentes a cinco antimicrobianos (WCipNorLvxMxF).
Las otras cepas de £. coli presentaron fenotipos de
resistencia a otras combinaciones de antimicrobianos.

RFLP-PCR del gen gyr A en cepas de E. coli
uropatogenas

Seamplificépartedel gen gyrAquecontienelaregiénde
resistencia a quinolonas (QRDR), donde estan ubicados los
cambios nucleotidicos responsables de dicha caracteristica;
el producto amplificado midié 648 pb. El gen gyr A cortado
con la enzima AHinf1 generd tres fragmentos de 99, 221y 328

Mecanismos moleculares de resistencia a quinolonas en E. coli uropatégena

pb en las cepas de Z. colisensiblesy, en las cepas resistentes,
el fragmento de ADN midi6 aproximadamente 324 pb
(figura 2). Cabe sefialar que en esta mancha comigraron los
fragmentos de 320y 328 pb, que no se separaron por no usar
geles de agarosa de bajo punto de fusion y alta resolucion.
Por otro lado, se puede notar que las cepas LBM 24, 77,
98 y 99, resistentes a quinolonas, presentaron perfiles de
restriccion similares a las sensibles (tabla 1), lo cual indicaria
que los mecanismos de resistencia de estas cuatro cepas esta
a nivel de transporte o eflujo del antimicrobiano.

Andlisis de secuencias nucleotidicas del gen gyrA

Las 26 secuencias nucleotidicas del gen gyr A de
cepas UPEC, se alinearon y editaron con los programas
ClustralX y BioEdit. Después de la edicidon se obtuvieron
270 nucledtidos ubicados entre las posiciones 151 a 420 del
gen gyr A, correspondiendo a 9o aminodcidos traducidos
de las posiciones 51a 140 de la ADN girasa de £ co/i. Dentro
de esta secuencia est4 ubicada la region determinante de
resistencia a quinolonas (QRDR), entre las posiciones 67 a
106, esta zona ha sido subrayada en la figura 3.

Para el andlisis se utilizaron 39 secuenciasdel gen gyr
Ade £ coli obtenidas del GenBank. La cepa £ co/i ATCC
87309, es sensible a quinolonas y no presenta cambios en
las posiciones 83 y 87 de la region QRDR. En la figura 3
se observa el grado de conservacion del gen gyr A, cuya
proteina participa en la replicaciéon del ADN gendmico.
El cambio de C por T en el nucleétido 98 del gen gyr A
origino la modificacion de Ser 83 por Leu (figura 3).

De las 26 cepas UPEC resistentes a quinolonas, tres
no presentaron ninguna mutacion que conllevea cambios
en las posiciones en estas posiciones aminoacidicas;
sin embargo, las 23 cepas restantes, presentaron los dos
cambios de Ser 83 por Leu y Asp 87 por Asn, a excepcion
de la cepa LBM1g, que cambio Asp 87 por Tyr (figura 3).

DISCUSION

Lasquinolonas, especialmentelas fluoroquinolonas,
son agentes antibacterianos de amplio espectro usados en
el tratamiento de infecciones adquiridas en la comunidad
y en hospitales. La alta potencia, actividad y relativa
tolerancia que ostentan estos farmacos, han conllevado
a su uso frecuente en el tratamiento de infecciones del
tracto urinarioy al incremento de cepas UPEC resistentes
a estos antimicrobianos 13,

Las 58 cepas UPEC estudiadas mostraron diversos
perfiles de resistencia, el mas frecuente —presentado
por 25 de ellas— fue a cinco quinolonas (W, Cip, Lvx,
Nor, Mxf). Ademads, se encontraron 15 cepas resistentes
a acido nalidixico, las cuales llegaran a ser resistentes a
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Tabla 1. Cepas de £. coli uropatdgenas con perfiles de resistencia a quinolonas. ﬂuoroquinolonas,

llevan la mutacion

1 LBM 1 S S S S S + 1 A
2 LBM2 R R S S S - en el gen gyr A,
3 LBM4 R R R R R - detectada mediante
4 LBMS5 R S S S S - el polimorfismo
2 ]ﬂgﬁg g g g g g _ en longitud de
7 LBM10 R R R R R - los fragmentos de
8  LBMI2 R R R S R - restriccion del gen gyr
9 LBM18 R R R R R = A (tabla 1, figura 2)
10  LBM19 R R R R R - abla1, figura 2).
11 LBM21 R S S S S - El uso
12 LBM22 R R R R R - inad d d 1
13 LBM24 S R S R R Inadecuacdo de los
14 LBM25 R S S S S - antimicrobianos,
15 LBM26 R R R R R = la automedicacion
16  LBM28 R S S S S = . .,
17 LBM29 R S S S S _ e interrupcién de
18  LBM30 R R S S S - la administracion,
19 LBM32 R R R R R - etc., conlleva a cepas
20  LBM33 R R S S R =
21 LBM34 R S R S R ~ UPEC altamente
22 LBM36 R R R R R - resistentes, las cuales
%i igng 1; 1; '; E; f; - estan circulando en
+
: (14-16)
25 LBM41 R R R R R N la comunidad .
26  LBM46 R R R R R = Similares
27 LBM47 S R S R S -
28 LBMS50 s R s s s - resultados, se
29  LBM54 R R S S R = obtuvieron en 40
30 LBMSS L R R R S - cepas UPEC aisladas
31 LBM58 R R R S R - .
32 LBM63 R R R R R _ de pacientes con
33 LBM65 S R S R S = transplante de rifidn
34  LBMe68 R R R R R - en Galveston, Texas,
35 LBM69 S S S S S + 0
36 LBM70 R R R S R _ donde el 60% de cepas
37 LBM77 R R R R R fueron resistentes
g5 LIENED L . . i - - a  fluoroquinolonas
39  LBMS82 R S S S S = .
40  LBMS83 S S S R S - lo cual sugiere que
41  LBMS86 R R R R R - cepas multidrogo-
= LBM87 R S S S S - resistentes estan
43  LBMS88 R R R R R = .
44 LBM90 R S S S S = emergiendo en
45  LBM91 R R R S R - diversos lugares 09,
46 LBM92 R S S S S - : CI
47 LBM93 R s s s s ] Disminuir su avance
48  LBM94 R R R R R _ es responsabilidad
49  LBM95 R S S S S - compartida entre
50 LBM97 R R R R R - s .
51 LBM98 R R R R R + médico y paciente,
52 LBM99 R R R R R + lo  cual  implica
53  LBM101 R R S S R = bésicamente una
54 LBM102 R R R R R - CRRYY
B Rl o R R R R B correcta prescripcion
56  LBM108 R R S R R ND delosantimicrobianos
57 LBM109 R R R R R = por los profesionales
58 LBM111 R R R S R ND
59  LBM112 R S S S S ND de salud y adecuado
60 LBM113 R R R R R - uso por el paciente.
61 LBM114 R S S S S ND El cambio de
Halos de inhibicion: Acido nalidixico (W), S219, R<13; ciprofloxacino (CIP), S=21, R<15; norfloxacino (NOR), S217, R<13; e
levofloxacino (LVX), $219, R<13; moxifloxacino (MXT), $219, R<15. nucleétidos en el
S, sensible; R, resistente; ND, no determinado; +, gen gyrA amplificado cortado con Hinf1; —, no corto gen gyrA codén 83 del gen
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Mecanismos moleculares de resistencia a quinolonas en E. coli uropatégena

Numero de cepas de E. coli

W CIP w WCIP  WCIP WCIP CIPLVX WCIP CIPLVX LVX WNOR WCIP CIP
NOR LVX NOR MXF  MXF LVX MXF  MXF MXF  NOR MXF
MXF
Fenotipo

Figura 1. Nimero de cepas de £ co/i uropatégenas segun perfil de resistencia a quinolonas.

gyr A de E. coli, esta presente en 50 (86,20%) cepas
UPEC resistentes a quinolonas, lo que indicaria que
este mecanismo es el principal. Los otros posibles
mecanismosderesistenciaestariananivel de membrana,
donde existen proteinas que regulan la entrada y eflujo
de los antimicrobianos en la célula procariota.

En las 23 secuencias nucleotidicas del gen gyr A
de cepas UPEC resistentes a quinolonas, se

de este que origina modificaciones en Ser 83 por Leuy
Asp 87 por Gly, entre otros 1718,

La resistencia a quinolonas en cepas de £ coli
uropatogena se debe a mutaciones secuenciales en
genes que codifican las proteinas que son blanco de estos
antimicrobianos, por lo que las cepas de esta bateria que
presentan mutacién en el gen gyr A, son de gran interés

determind una mutacion en el codéon TCG
por TTC, que origina cambio de sentido de
Ser 83 por Leu, este dato se correlaciona con
el perfil de restriccion dicho gen amplificado
y cortado con Hinf'1 (figura 2). Ademas, se
detectaron cambios de Asp 87 por Asn en 22
cepas que originaron doble mutacion, estas
cepas presentaron perfiles de resistencia a
mas de tres quinolonas. A la vez, se observo
que el gen gyr A de tres cepas resistentes no
presentd mutaciones en los codones antes
mencionados (figura 3), estas bacterias
podrian contener otros mecanismos de
resistencia tales como disminucion de
porinas o bombas de eflujo. Por otro lado,
la resistencia a bajas concentraciones de
fluoroquinolonas (MIC de o,5 a 4,0 pg/
mL) en £ coli se asocia a cambios de Ser

83 por Leu; mientras la resistencia a altas
concentraciones requiere doble mutacion en

87

Figura 2. Gel de agarosa mostrando los perfiles de restriccion del gen gyrA
amplificado y cortado con Hinf1 de cepas de £. co/i uropatbgenas. Lineas 1-6, 8 'y
9 resistentes a quinolonas. Linea 10, £ co/i LBM40 sensible; Linea 7, Hiperladder II.
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Figura 3. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas parciales de la ADN girasa A de cepas de Escherichia coli uropatégenas resistentes a
quinolonas. Los (*) indican los sitios conservados, la zona subrayada representa la regiéon QRDR.
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como indicadores, ya que la presencia de una mutaciéon
aumentaria la probabilidad de adquirir otras %29,

El alto porcentaje de cepas de £. co/i uropatogena
multi-drogoresistentes,  aisladas de  pacientes
mujeres con infecciones del tracto urinario, motiva
la realizacién de otros estudios con mayor numero
de cepas que permitan elucidar el genotipo de Z. co/i
uropatdgena circulante. Asimismo, se requiere una
mayor concientizacion del médicoy paciente frente a la
alta resistencia antimicrobiana, no solo a quinolonas,
sino a otros agentes terapéuticos, y un abordaje desde
varias perspectivas tales como vigilancia permanente
del consumo de antimicrobianos, notificacion de los
casos de resistencia y uso racional de medicamentos.

CONCLUSIONES

Las 58 cepas de £ coli uropatdégena presentan
diversos perfiles de resistencia a quinolonas, siendo los
mas frecuentes con 43,10% (25 cepas), las resistentes
a 4acido nalidixico, ciprofloxacino, levofloxacino,
norfloxacino y moxifloxacino. En el 86,20% (50)
de cepas se determind, mediante RFLP-PCR, una
mutacion puntual en el gen gyr A que cambid Ser 83
por Leu. La secuenciaciéon de este gen, en 26 cepas de
E. coli uropatdgena resistentes a quinolonas, permitio
detectar 23 cepas con mutaciones puntuales que
cambian Ser 83 por Leu y 22 cepas que modifican Asp
87 por Asn; tres cepas no presentaron mutaciones.
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