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En bacterias gram-positivas la relacion entre determinantes de patogenicidad y la sensibilidad a los antibidticos la
hemos analizado estudiando las bases genéticas de la resistencia en las cepas invasivas. Este planteamiento nos ha
permitido demostrar la presencia de aislamientos clinicos invasivos, pertenecientes a los géneros Streptococcus,
Staphylococcus y Enterococcus, con resistencia a antibidticos de la familia MLSg, cloranfenicol, tetraciclina y
kanamicina, determinada por los genes erm(A), erm(B), erm(C), mef{A/E), msr(A), cat ,cy04, tet(M) y aph(3°)-111.
En el género Streptococcus hemos comparado las especies S.pneumoniae, S.pyogenes 'y S.agalactiae, con
patdgenos oportunistas como estreptococos del grupo viridans(EGV): S.mitis, S.oralis y S.salivarius. En las cepas
de S.pneumoniae resistentes a eritromicina,es prevalente el gen erm(B), que codifica para metiltransferasas y
puede expresar el fenotipo MLSg constitutivo (MM 14-15, 16, lincosamidas y estreptogramina B), o el MLSg
inducible(MM 14-15), mientras que el resto de los aislamientos , presentan el fenotipo M determinado por el gen
mef{A/E); en nuestro laboratorio M.Canales ha encontrado en 137 cepas de neumococos resistentes a eritromicina,
un 18,7% que portaban el gen mef{A/E). En contraste, al estudiar 18 cepas de S.mitis con fenotipo M, aisladas en
hemocultivo entre 1990 y 1998, detectamos en todas el gen mef{A/E). Los genes mef{A) y mef(E) poseen una
homologia del 90%, por lo que la nueva terminologia se refiere a ellos sdlamente como mef{A), pero pueden
diferenciarse con el consiguiente valor epidemioldgico, ya que al hacer la digestion con la enzima BamH]I , s6lo el
mef(A) tiene un punto de corte obteniéndose dos fragmentos de 283 y 64 pb , en tanto que el mef(E) da un
fragmento de 347 pb. Por ello, P.Cerda estudié 156 cepas de estreptococos del grupo viridans(EGV) , resistentes
a eritromicina, dado que el 57,7% de los aislamientos tenian el fenotipo M, el 31,4% el fenotipo MLSp
constitutivo, y el 9%, MLSg inducible. Todos los aislamiento con fenotipo MLSy portaban el gen erm(B), y los
del fenotipo M, el gen mef{A/E). Se procedié a la diferenciacion de la subclase empleando la enzima BamHI,
hallando el mef(E) en el 98,7% y el mef(A) en el 3,6%. Todas las cepas con fenotipo MLSj tenian el gen erm(B),
siendo destacable que el 43,7% poseian también el gen mef{E). Los vectores del gen erm(B) son transposones
conjugativos de la familia Tn/545/Tn916, lo que se ha demostrado en cepas de S.pneumoniae primero por C.Seral
et al(1) , y posteriormente por M.Canales , mediante deteccion del gen de la integrasa (intTn) necesario para la
transposicion y conjugacion. En cepas de SGV , P.Cerda ha confirmado la presencia del gen intTn en cepas con el
gen erm(B), asi como en las que portaban los genes cat ,ci04, fet(M) y aph(3°)-I11. Los vehiculos de los genes
mef(A) y mef(E) no son transposones conjugativos, y han sido descritos por Santagati et al (2) y por Gay et al(3).
El primero es el denominado Tn/702.1,y se considera un transposon defectivo de 7,244 pb que posee 8 marcos de
lectura abiertos(orfs), entre ellos el orf2(homologo de la recombinasa sitio-especifica de S.aureus y C.perfringens),
el orf5 es idéntico al gen mef(A), el orf5 es homdlogo del msn(A), y los orf6 y orf7, homologos de genes del
Tn2552 pero sin funcién conocida, mientras que el orf8 homélogo del gen umuC, del precitado Tn, que confiere
resistencia a la luz UV. El vector del mef{E) descrito por Gay et al se encuentra formando parte del elemento de
insercion mega(macrolide efflux genetic assembly), flanqueado por 2 secuencias cromosomicas. La secuencia 5’
de mega (944pb) no corresponde a ningun orf o nucledtido registrado.’Sin embargo, la regién que precede al gen
meflE) era idéntica a la situada en la misma posicion en el Tn/207.1. delante del gen mefilA) en S.pneumoniae v
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S.pyogenes, que incluye una region promotora. La secuencia 3’ inmediata al gen mef{A) contiene un orf de 1464
pb, en la misma orientacion, designada mel, que codifica una proteina homologa del gen msr(A), que pertenece a
la familia ABC(ATP binding cassette). Existe una region intergénica de 119 pb con una secuencia Shine-Dalgarno,
a la izquierda del gen mel. Los genes mef{E) y mel se co-transcriben. En nuestras cepas de S.preumoniae y en el
96.73% de los aislamientos de SGV con fenotipo M, todas portando el gen mef(E), se detecté también el gen mel.
Sin embargo, dos cepas de S.mitis y una de S.sanguinis, poseian el gen mef(E) pero no el mel, lo que sugiere la
existencia de otro elemento genético alternativo. El mismo patron presentaban 2 cepas de S.oralis, es decir mef{E)/
X, hallando también el par mef(E)/mel. De otra parte, en 6 cepas de SGV se encontré el gen mef{A) con el mel,
demostrando el intercambio y la reorganizacion de genes en estas bacterias. No obstante, ninguno de los elementos
citados ,Tn /207.1 y mega, se transfieren por conjugacion, siendo la transformacion el mecanismo, lo que se ha
logrado en nuestro laboratorio utilizando como receptor la cepa R6 de neumococo y el factor de competencia,
proporcionados por R.Lépez y E.Garcia. Las donadoras han sido aislamientos de S.pneumoniae, S.mitis, S.oralis y
S.salivarius, transfiriéndose los genes mef{(E)/mel. La elevada frecuencia de estos genes en SGV en comparacion
con la observada en S.pneumoniae, y la capacidad transformante de los neumococos, parecen confirmar su papel
como reservorio de genes mef(E)/mel. En el género Staphylococcus, tanto en cepas de S.aureus como como en
especies coagulasa-negativas, L.Millin ha logrado transferir mediante conjugacion los genes prevalentes erm(C) y
erm(A), utilizando como receptora la cepa de S.aureus RN4220, aportada por P.Courvalin. Esta revisién de
resultados y de la informacién bibliografica, demuestran que en los elementos genéticos portadores de los
determinantes de resistencia examinados, no se encuentran genes de virulencia. Asimismo, los genes de
resistencia estudiados se transfieren entre patbgenos como S.pneumoniae y oportunistas como S.mitis, S.oralis o
S.salivarius. Al comparar el patron de resistencia de las cepas invasivas de S.preumoniae , aisladas de
hemocultivos en el Hospital Clinico Universitario “Lozano Blesa” (2001-2002), se observa que son mas sensibles
que las procedentes de otras muestras clinicas, seglin los datos aportados por E.Duran. Asi los porcentajes de
cepas sensibles son 73% para eritromicina, 70% para penicilina, y 67% para cloranfenicol y cotrimoxazol.
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Las estrategias de adaptacion de las bacterias se basan en el desarrollo de mecanismos de resistencia a los agentes
nocivos que puedan destruirlas, o bien de mecanismos de supervivencia para enfrentarse a situaciones en que no se dan
condiciones para la obtencion de energia y por tanto para la replicacion celular. El desarrollo de estos mecanismos podria
estar facilitado por un tipo de sefiales comunes de estrés global. Asi, el efecto neto de la disminucién de la tasa de cre-
cimiento bacteriano por antibidticos podria no distinguirse del que resulta de un aporte limitado de factores esenciales
para el crecimiento. Las técnicas que valoran la respuesta global de la expresién génica frente a distintos estimulos
mediante el uso de microarreglos (microarrays) van a ofrecer la respuesta a esta cuestion. En una reciente publicacion
(Nature 2002, 416: 740) se ha sugerido que una proteina reguladora de dos componentes, PvrR, en Pseudomonas aeru-
ginosa, actuaria de forma comun, bajo determinadas condiciones ambientales, induciendo una conversion fenotipica
(tipo cambio de fase) de la poblacion bacteriana que afectaria tanto a la resistencia a antibidticos como a la formacién
de biofilms en enfermos con fibrosis quistica. Si bien esta publicacién contiene algunos elementos discutibles, el con-
cepto de sefales reguladoras que afectan a virulencia y resistencia a antibidticos es sin duda importante. La exposicion
de biofilms de P. aeruginosa a tobramicina induce cambios en la expresién de al menos 20 genes (Whiteley y cols.,
2001). Es muy probable que otros muchos genes alteren su expresion en el ambiente pulmonar de la fibrosis quistica a
través de alteraciones en el superenrollamiento de DNA. El crecimiento en condiciones anaerobias (y por tanto energé-
ticamente restrictivas) de P. aeruginosa induce la formacién del exopolimero alginato y una forma de vida sésil (bio-
film), que probablemente es una forma de supervivencia en condiciones criticas. En estas condiciones, estudios con
microarreglos han mostrado que unos 50 genes bacterianos pueden alterar su expresion; se ha confirmado que el regu-
lador AlgR, implicado en esta transicion, al menos altera la expresion de 47 proteinas bacterianas (Lizewski y cols.,
2002), alguna de las cuales puede estar implicada en la sensibilidad a los antibiéticos. La mutacién en factores anti-sigma
(como mucA) y la activacién de factores sigma alternativos (AlgU) influyen en la produccién de alginato, pero también
en muchas otras funciones potencialmente patogénicas (Firoved y Deretic, 2003). Las proteinas OprF y el circuito rhl
son necesarios para el mantenimiento del biofilm. Por otra parte, la sintesis de alginato provoca obstruccién pulmonar y
probablemente un estado inflamatorio en el pulmén del paciente con fibrosis quistica. El alginato reduce la entrada de
oxigeno, manteniendo una baja tasa de crecimiento bacteriano, y creemos que es a la vez una reserva de agua y energia
para la supervivencia. De hecho, el alginato puede ser utilizado por P. aeruginosa como tnica fuente de carbono (expe-
rimentos de nuestro laboratorio). Con bajo crecimiento, anaerobiosis y la barrera del polimero, esta forma de supervi-
vencia produce también una reduccién en la actividad de muchos antibiéticos, y probablemente obstaculiza la eficacia
de la respuesta inmunitaria. Ademads, no es imposible que, por el efecto de inducciéon de DNA polimerasas proclives a
errores en presencia de concentraciones reducidas de antibidticos, esta situacién ofrezca condiciones adecuadas para la
aparicion de variacion genética, incluyendo mutantes hipermutadores. Una reevaluacién de nuestros datos sobre fre-
cuencias de mutacién de P. aeruginosa en fibrosis quistica (enfermedad dominada patogénicamente por la creacién de
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biofilms en las Pseudomonas situadas en el bronquio) indica que, ademds de las bacterias fuertemente mutadoras (100 x
la tasa de mutacién normal), muy fuertemente correlacionadas con resistencia a antibiticos, se da una gran frecuencia
de organismos con bajos incrementos en la tasa de mutacién (5-10 x), que podrian también aumentar la adaptabilidad
microbiana. Resultados recientes de nuestro laboratorio indican que, sin embargo, en estudios de competicién in vitro en
condiciones de biofilm entre variantes mutadores y no mutadores en medio minimo glucosa o medio minimo alginato,
las poblaciones no mutadoras tienden a ser seleccionadas. La consecuencia de estas observaciones es que mejorar la oxi-
genacién (Worlitzsch y cols., 2002) y mantener periodos libres de antibiéticos podrian reducir la frecuencia de la resis-
tencia en esta enfermedad. Farmacos que inhibiesen la adaptacion anaerdbica de P. aeruginosa podrian ser de interés en
el control de la formacién de biofilms (Hassett y cols., 2002). Por otra parte, es importante conocer los efectos de los
antibidticos sobre la produccién de alginato; los macrélidos de 14 dtomos son capaces de reducir la actividad enzimati-
ca relacionada con la formacién de alginato (Nagino y cols., 1997) y seria interesante estudiar cepas resistentes a este
tipo de accion de los macrélidos. Por otra parte, es muy esperable que una antibioticoterapia eficaz, reduciendo la den-
sidad de las poblaciones bacterianas, pudiese modificar la expresion de los cientos de genes que se han revelado depen-
dientes de quorum sensing en estudios con microarreglos (Wagner y cols., 2003); la resistencia a antibidticos (o el man-
tenimiento de biofilms) aseguraria el efecto contrario. En suma, los mecanismos de virulencia y de resistencia a los anti-
bidticos se producen como respuestas adaptativas de las poblaciones microbianas; por ello es esencial realizar un enfo-
que ecoldgico y evolutivo comtin en la explicacién de estos fendmenos de crucial importancia para la salud humana.
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En determinados serotipos de Salmonella la capacidad de originar infecciones sistémicas en modelos animales
depende de la presencia de plasmidos de virulencia, cuyo tamafo es variable (50-94 kb) y caracteristico de serotipo.
Todos ellos comparten una regién de 7,8 kb, denominada spv, que incluye cinco pautas abiertas de lectura designadas
spvR, spvA, spvB, spvC'y spvD. Esta regién es la causa del aumento de la tasa de crecimiento de Salmonella durante la
fase sistémica de la enfermedad en los hospedadores especificos de cada serovariedad. El plasmido de la cepa tipo Ty-
phimurium LT2 (pLT90) tiene un tamafio de 94 kb y contiene otros loci de virulencia que incluyen el operén pef, para
la biosintesis de fimbrias implicadas en la adherencia a epitelio intestinal en ratones, y el gen rck, que codifica una pro-
tefna de membrana que confiere a la bacteria resistencia frente a la actuaciéon del complemento. En este plasmido se ha
detectado, ademads, un origen de transferencia (OriT) y una region tra, similar al de pldsmidos F conjugativos, asi como
los genes repA (de RepFIIA), operdn par e incR, de plasmidos del grupo de incompatibilidad IncFII.

En las ultimas dos décadas se ha registrado la emergencia de clones o grupos gendmicos de Salmonella que han
adquirido multirresistencia a antimicrobianos de amplio uso en la actualidad, o en el pasado reciente, en clinica huma-
na y veterinaria. Ahora bien, esta emergencia se ha asociado al uso de antimicrobianos como profildcticos y promotores
de crecimiento animal, y las cepas multirresistentes llegan al hombre a través de alimentos de origen animal contami-
nados. Entre estos clones predomina uno definido como serotipo Typhimurium, fago tipo DT104 y resistente a ampici-
lina-cloranfenicol-estreptomicina-sulfamidas-tetraciclina [ACSSuT], asociado al ganado como principal reservorio y
que tiene caracter pandémico. En este clon, los cinco genes-R [psel, floR, aadA2, sull y tet(G)] estan localizados en una
isla-R cromosémica con dos integrones de clase 1 que portan las casetes génicas [psel] y [aadA2]. En Espafia, ademads,
en algin momento de la pasada década han aparecido otros dos clones de Typhimurium, asociados al cerdo como reser-
vorio, en los cuales la multirresistencia es mediada por plasmidos hibridos de virulencia-resistencia. Dichos pldsmidos
han sido descubiertos y estan siendo estudiados molecularmente en nuestro laboratorio.

Uno de los nuevos clones de Typhimurium incluye cepas recogidas en el Principado de Asturias entre 1993 y 2000;
presumiblemente podria estar extendido por todo el pais, pero el estudio epidemiolégico estd pendiente de realizacién.
Las cepas estudiadas pertenecen a diferentes fagotipos y generan perfiles de bandas de DNA bien definidos por PFGE
con Xbal. Su perfil de virulencia es tipico de Typhimurium e incluye las cinco islas de patogenicidad, los genes ent (ente-
rotoxina), slyA (salmolisina), phoP/Q (implicado en resistencia a macréfagos) e iro (regulador del operdn-fur), y carece
del gen agf (sintesis de fimbrias agregativas); presentan fenotipo-MR [ACSSuT] codificado por los genes teml, catA,
aadAl, sull y tet(B). La multirresistencia esta localizada en un plasmido (pUO-St-VR2) de tamaifio cercano a 140 kb,
conjugativo y que, al igual que el plasmido de virulencia tipico de Typhimurium, pSLT90, pertenece al grupo IncFII. Este
plasmido hibrido porta los genes de virulencia spvA-C'y rck (pero no pef), y los de resistencia catAl (cloranfenicol ace-
tiltransferasa, probablemente en el transposén Tn9), tet(B) (proteina/bomba de expulsiéon TET(B)), el operdn mer (resis-
tencia a mercurio y desinfectantes derivados) y un integrén de clase 1 con los genes gacEAI/sull (resistencia a antisép-
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ticos de amonio cuaternario y a sulfadiazina) en la regién constante 3’ y la configuracién de casetes génicas oxal-aadAl
(OXA-B-lactamasa y estreptomicina-adeniltransferasa) en la regién variable. Este integrén y el operén mer han sido aso-
ciados al transpos6n Tn2603 y a plasmidos-R del grupo IncFI en cepas de Typhimurium aisladas en Italia.

El Centro Nacional de Microbiologia comunicé la emergencia, en 1997, de una variante monofasica de Typhi-
murium [4,5,12:i:-] que carece del gen fIjB, adscrita al fagotipo DT U302, y multirresistente: ACGSSuTp + T. Nosotros
describimos que esta variante genera perfiles PFGE-Xbal y de genes V (carece de los genes agf e iro) caracteristicos, y
que la multirresistencia es codificada por los genes teml, cmlAl, aac(3)-1V, aadA2, dfrAI2 =+ tetA. En este caso, los
genes de resistencia a Su, S y Tp (trimetoprima por produccién de una dihidrofolato reductasa de tipo 12) estdn conte-
nidos en un integrén de clase 1, insertado probablemente en un transposén de la familia del Tn2/ (dato apoyado por la
presencia de los genes mpA, tmpR y merA). Este integron presenta una configuracién de casetes caracteristica, dfrAl2-
aadA2, descrita también en plasmidos epidémicos de otras enterobacterias y Vibrio cholerae. Ademads, tanto el integrén
como el resto de los genes R estdn contenidos en pldsmidos no conjugativos del grupo de incompatibilidad IncN, con
dos tamaiios diferentes, pUO-St-R4 de 120 kb (que carece de genes de virulencia) y pUO-S7-VR3 de 140 kb, que con-
tiene los genes spvA-C (pero no rck y pef). Aunque los plasmidos R del grupo IncN son frecuentes en las bacterias, ésta
es la primera vez que se relacionan con los genes spv tipicos de plasmidos V de Salmonella.

Ante estos datos podemos asumir que nos encontramos frente a dos ejemplos diferentes de seleccién y evolucién
de plasmidos hibridos de virulencia-resistencia en Salmonella, presumiblemente en los animales reservorio debido a que
se han generado ambientes con fuerte presion antibidtica. Mientras que pUO-St-VR2 parece proceder de un pldsmido V
que consiguié adquirir genes R, el origen de pUO-S#-VR3 parece estar en un plasmido R (pUO-St-R4) que ha adquiri-
do la regién spv a partir de un pldsmido V. Ademas, estamos ante ejemplos de dispersién de genes R en integrones, inte-
grones en transposones e integrones-transposones en plasmidos.
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Introduccioén. Las infecciones del tracto urinario, incluyendo cistitis y pielonefritis son una de las infecciones mas
frecuentes tanto en el ambito hospitalario como en la comunidad. Escherichia coli es el microorganismo que con
mayor frecuencia causa infecciones del tracto urinario, representado un 90% de las infecciones del tracto urinario
en la comunidad y aproximadamente un 50% de las infecciones del tracto urinario en el hospital. Diversos factores
de virulencia se han descrito en cepas de E.coli causantes de infecciones del tracto urinario. Entre estos debemos
destacar diversos tipos de fimbrias (fimbria tipo 1, fimbria pap, fimbria prs), factor necrotizante citotoxico (CNF-
1), hemolisina (Hly), proteina de invasion (Ibe), aerobactina (aer), receptor de sideroforo (Ire). La mayoria de estos
factores de virulencia estan localizados en grandes plasmidos o en regiones particulares del cromosoma
denominadas islas de patogenicidad. En nuestro hospital el 23% de los aislamientos clinicos de E.coli causantes de
infecciones del tracto urinario eran resistentes a fluoroquinolonas. Sin embargo, cuando este porcentaje se
desdoblaba en cepas de E.coli causantes de pielonefritis y cistitis los valores eran del 8% y 25% respectivamente.

Objetivo. El objetivo de nuestro estudio fue investigar la prevalencia de 25 potenciales factores de virulencia de
E.coli causantes de infecciones del tracto urinario y correlacionar la presencia de estos factores de virulencia con la
sensibilidad a ampicilina, gentamicina, cotrimoxazol, acido nalidixico y ciprofloxacino.

Materiales y Métodos. El estudio se llevé a cabo con 51 cepas de E.coli causantes de cistitis y 32 cepas causantes
de pielonefritis. Mediante PCRs multiples se detectaron 25 factores de virulencia potencialmente asociados a
E.coli causantes de infecciones del tracto urinario. La expresion de la hemolisina se determiné mediante
crecimiento en placas de agar sangre preparadas con 5% de sangre de camnero y la expresion de la fimbria tipo 1 se
determiné mediante aglutinacion de Saccharomyces cerevisae. La sensibilidad a los agentes antimicrobianos
descritos anteriormente se realiz6 mediante el método de difusion en disco. En las cepas resistentes a quinolonas se
determinaron los mecanismos de resistencia a estos agentes antimicrobianos utilizando la técnica de PCR para
amplificar la region determinante de la resistencia a quinolonas de los genes gyrA y parC y posterior
secuenciacion.

Resultados. De los 25 potenciales factores de virulencia analizados en 15 (60%) la prevalencia era superior al
35%. Cuando se correlaciond la presencia de los genes que codifican factores de virulencia con la sensibilidad o
resistencia a diversos agentes antimicrobianos se observo que no habia diferencia significativa cuando se
correlacionaban con ampicilina o gentamicina, pero si la habia cuando la correlacion se realizaba con acido
nalidixico, ciprofloxacino o cotrimoxazol. Entre las cepas de E.coli estudiadas se observaba una menor expresion
de la fimbria tipo 1 en las cepas resistentes al acido nalidixico que en las sensibles. Ademas, se observaba una
menor prevalencia de los genes sfa (Fimbria S), hly (hemolisina), cnf (factor necrotizante citotdxico), fyu
(Yersiniabactina), kpsHl (sintesis polisacarido capsular), omp (Proteasa), PAI (isla de patogenicidad) y ibeA
(proteina de invasion). Sin embargo, la mayoria de cepas resistentes a quinolonas lo eran también a cotrimoxazol.
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Para ello se tomaron dos subpoblaciones de cepas de E.cofi con los siguientes fenotipos Nal®, Sxt® y Nal®, Sx&*,
comparandose con una subpoblacién Nal®, Sxt°. El analisis estadistico de los datos demostré una significancia
entre el contenido y/o expresion de los genes citados a continuacion entre las cepas de E.coli resistentes al acido
nalidixico versus las cepas sensibles, sin embargo esta significancia estadistica no se observo cuando las cepas
eran Nal®, Sxt*. Estos genes eran: Sfa (Fimbria S), Hly (hemolisina), Cnf (factor necrotizante citot6xico).

En general nuestros resultados demuestran que las cepas resistentes al acido nalidixico presentan con
menor frecuencia genes tales como Aly, cnf, sfa asociados a factores de virulencia y ademas se observa una
disminucion en la expresion de las fimbrias tipo 1 en algunas cepas. Para explicar este hecho dedujimos tres
posibilidades: i. Pacientes habian adquirido cepas de E.coli resistentes a quinolonas que de una manera natural
carecian de estos genes y que se habia diseminado de una manera clonal. Sin embargo el analisis epidemiologico-
molecular de estas cepas mediante PFGE y REP-PCR demostrd que no estaban relacionadas epidemioldgicamente.
ii. Se ha comprobado que mutaciones en el gen gyrA de la DNA girasa produce una disminucion en el grado de
superenrrollamiento negativo del DNA. La expresion de algunos genes se ha relacionado al superenrrollamiento
negativo y este podria ser el caso del gen fimA que codifica las fimbrias tipo 1.y 1ii. Durante el desarrolio de la
resistencia a quinolonas en estas cepas, facilitado por la exposicion a estos agentes antimicrobianos, estos pueden
facilitar la deleccion y transposicion de regiones de ADN (por ejemplo: deleccion de islas de patogenicidad o
transposicion de secuencias de insercion). Las islas de patogenicidad comparten estructura con los bacteriofagos y
ha sido demostrado que los bacteriofagos se pueden escindir del cromosoma mediante activacion del sistema SOS.
Ya que las quinolonas activan el sistema SOS, estos agentes antimicrobianos contribuirian a la excision de las islas
de patogenicidad. Las hipoétesis 2 y 3 no son excluyentes y ambas podrian ser observadas concomitantemente, de
hecho hay cepas de E.coli que no expresan fimbrias tipo 1 y que ademas no poseen los genes kly y cnf codificados
en una isla de patogenicidad.

Conclusién. Los resultados sugieren que la adquisicidn de resistencia a quinolonas por cepas uropatogenas de
E.coli podria estar asociada con una disminucion de la presencia de ciertos factores de patogenicidad,
fundamentalmente aquellos que se encuentran localizados en islas de patogenicidad y también con una
disminucion en la expresion de ciertos factores de patogenicidad como la fimbria tipo 1.
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Sistemas de expulsion de drogas:
Mucho mas que resistencia a los antibioticos
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Dentro del campo de los antimicrobianos, existe un interés creciente por el andlisis de los sistemas de bombeo mul-
tiple de drogas (MDR) y su papel en la resistencia a los antibiéticos. Los sistemas MDR se caracterizan por su capaci-
dad de transportar al exterior celular un considerable nimero de moléculas. Cada uno de ellos es capaz de expulsar anti-
bidticos de distintas familias estructurales y en muchos casos antisépticos, biocidas, compuestos aromadticos y detergen-
tes. Ademas de su inespecificidad, otra caracteristica relevante de los sistemas MDR es su ubicuidad. Se han encontra-
do en todas las especies bacterianas analizadas, asi como en células eucariotas, pudiendo contribuir en este caso a la
resistencia a agentes antitumorales. Otras dos caracteristicas relevantes de los sistemas MDR son que se encuentran en
todas las estirpes de cada especie bacteriana y que una tnica célula puede tener hasta 20 sistemas MDR distintos (1).

Estamos acostumbrados a pensar que los genes de resistencia a los antibidticos se adquieren de otros organismos
(esencialmente los productores), en los cuales su funcién es esencialmente conferir resistencia a los antibidticos que sin-
tetizan (2). Sin embargo, las caracteristicas que se han detallado anteriormente indican que la funcién esencial de los sis-
temas MDR ha de ser necesariamente otra. Estos sistemas son muy antiguos desde un punto de vista evolutivo, lo cual
indica que no han sido seleccionados por los antibiéticos utilizados en los tratamientos. La pregunta que se nos plantea
es cudl es la funcién de los sistemas MDR. El hecho de que alguno de los sistemas MDR estudiados hasta el momento
se sobreproduzca en fase estacionaria de crecimiento ha llevado a sugerir que podrian estar implicados en procesos de
destoxificacién de compuestos acumulados intracelularmente. En el caso del sistema AcrAB de Escherichia coli se ha
demostrado su implicacién en la resistencia a sales biliares (3). Teniendo en cuenta que las sales biliares se encuentran
en el ecosistema natural de E. coli es facil pensar que la funcién de AcrAB puede ser la resistencia a estos compuestos.
Se ha descrito también que hay sistemas MDR capaces de expulsar péptidos catiénicos que contribuyen a la defensa
natural frente a las infecciones (4). Por ultimo, se ha descrito que algunos sistemas MDR de Pseudomonas aeruginosa
podrian estar implicados en la respuesta quorum sensing de esta especie bacteriana (5). Dado que la respuesta quorum
sensing es esencial para la virulencia de P. aeruginosa, la expresion de sistemas MDR podria afectar a la virulencia de
este microorganismo. Los sistemas MDR contribuyen a la resistencia bacteriana intrinseca a los antibiéticos, pero tam-
bién pueden contribuir a la resistencia adquirida. La expresién de estos sistemas de bombeo estd habitualmente repri-
mida, al menos bajo condiciones de trabajo en el laboratorio. Sin embargo, bajo presion selectiva de antibidticos es facil
que aparezcan, tanto in vivo como in vitro, mutantes que los sobreexpresen. Dado el gran niimero de compuestos que los
sistemas MDR pueden expulsar, y considerando su papel fundamental en distintos aspectos del metabolismo bacteriano,
cabe pensar que la sobreexpresion de los sistemas MDR podria tener un cierto efecto en la competitividad ecoldgica (fit-
ness) bacteriana.

A lo largo de los udltimos afios, tanto nuestro grupo como otros autores, hemos estudiado la relacién entre sobreex-
presion de sistemas de bombeo miiltiple de drogas y la virulencia bacteriana. En particular, hemos estudiado cémo influ-
ye la sobreproduccién de sistemas MDR en la fisiologia bacteriana tomando como modelos P. aeruginosa y
Stenotrophomonas maltophilia.

Continiia —
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En el primer caso, hemos determinado que la sobreexpresion de sistemas MDR disminuye la capacidad de P. aeru-
ginosa para mantenerse en ambientes naturales (6) y disminuye también su virulencia, tanto en el modelo de Cae-
norhabditis elegans como en el de Dyctiostelium discoideum (7). Sin embargo, tras distintos pases en medios de culti-
vo in vitro, es posible recuperar mutantes compensados que contindan siendo resistentes a los antibidticos, pero en los
cuales la expresion de factores de virulencia es semejante a la que tiene lugar en estirpes silvestres.

En el caso de S. maltophilia hemos visto que la sobreexpresion de sistemas MDR conduce a una seria deficiencia
en fitness cuando la bacteria se cultiva en medios definidos de laboratorio. Esta deficiencia estd asociada a una dismi-
nucidn en el tamafio celular, asi como a una restriccidn en la capacidad de utilizacién de distintas fuentes de carbono.

A lo largo de nuestra presentacion mostraremos datos sobre la relacién entre sobreexpresion de sistemas MDR y
virulencia bacteriana.
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