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RESUMEN 
 

El fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos (fenotipo MAR) puede ser 
inducido en cepas de E. coli con diferentes compuestos como el salicilato de sodio, y 
diazepam entre otros, o también puede ser adquirirdo por mutaciones debidas a la 
presión selectiva ejercida por los antimicrobianos. La sobre-expresión de los activadores 
transcripcionales MarA, SoxS y Rob resulta en el fenotipo Mar, que se caracteriza por 
una disminuida  susceptibilidad a múltiples antimicrobianos debido a la disminución en 
la expresión de la porina F y al incremento de expresión de AcrAB. Otro de los 
reguladores transcripcionales implicados también en la respuesta bacteriana a 
situaciones de estrés es SdiA cuya activación resulta en incrementados niveles de 
trasnscripción  de componentes de sistemas de eflujo activo como acrA, acrB, acrE, 
acrF, acrD y tolC. 
En este trabajo se estudiaron si otros nueve medicamentos no antibióticos utilizados en 
cirugía (Clonazepam, Ketorolaco, Clorpromazina, Dexametasona, Haloperidol, 
Metamizol, Diclofenaco, Fenobarbital, Propacetamol) pueden inducir, al igual que el 
salicilato, el fenotipo Mar en cepas susceptibles de E. coli AG100. 
Asimismo se evaluó la posible selección de mutantes estables multirresistentes con 
fármacos no antimicrobianos (diazepam y salicilato) a partir de dos cepas de E. coli de 
origen clínico. Los mutantes fueron caracterizados y comparados con los mutantes 
seleccionados con antimicrobianos (ceftazidima y lomefloxacina) a partir de las mismas 
cepas origen. 

Mediante los ensayos de inducción demostramos que los nueve medicamentos 
usados en cirugía son capaces de inducir al igual que el salicilato el fenotipo de múltiple 
resistencia a antibióticos en la cepa sensible de E. coli AG100 y que la capacidad de 
inducir multirresistencia dependía de la dosis o concentración de fármaco utilizada y no 
de la estructura química del compuesto. 

En la selección in vitro de mutantes multirresistentes se demostró que es 
posible seleccionar in vitro mutantes multirresistentes estables de E. coli con fármacos 
no antimicrobianos (diazepam) y con salicilato de sodio. Estos mutantes presentaron 
patrones y mecanismos de resistencia similares a los hallados en los mutantes 
seleccionados con antimicrobianos (ceftazidima y lomefloxacina). El desarrollo de 
múltiple resistencia generada por drogas sean o no antimicrobianos se asoció a la sobre-
expresión de PBP3 que junto a la disminución de la expresión de la porina F y al 
incremento del eflujo activo dio lugar a incrementos de 2-128 veces en la resistencia a 
ceftazidima, cefpirome y aztreonam en los mutantes seleccionados. Asimismo, se 
encontraron indicios de la sobre-expresión del regulador transcripcional SdiA en los 
fenotipos de multirresistencia. 
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SUMMARY 
 
Multiple antibiotic resistance phenotype (MAR phenotype) can be induced in 
Escherichia coli strains by different compounds such as sodium salicylate or diazepam, 
among others, also it can be acquired through mutations due to the selective pressure 
exerted by antimicrobial agents. The overexpression of the transcriptional activators 
MarA, SoxS or Rob results in MAR phenotypes, that are characterized by a decreased 
susceptibility to multiple antibiotics due to a decreased expression of porin F and 
increased expression of the AcrAB-TolC efflux system. SdiA is another transcriptional 
activator involved in the bacterial response to environmental stresses, whose activation 
results in increased transcript levels of components of efflux systems such as acrA, acrB, 
acrE, acrF, acrD and tolC. 
In this work, nine non-antimicrobial drugs, which are used in surgery (Clonazepam, 
Ketorolac, Chlorpromazine, Dexamethasone, Haloperidol, Methamizole, Diclofenac, 
Phenobarbital and Propacetamol), were tested as inducers of MAR phenotypes in the E. 
coli AG100 strain, a wild-type strain. Likewise, the in vitro selection of stable 
multidrug-resistant mutants by diazepam or salicylate from two different E. coli clinical 
isolates was evaluated, and mutants were characterized and compared with those 
mutants in vitro selected with antimicrobial agents (ceftazidime and lomefloxacine).   
The induction experiments showed that the nine drugs used in surgery as well as 
salicylate were able to induce MAR phenotypes in the wild type E. coli AG100 strain 
and the ability to induce multidrug resistance depended on the dose or concentration of 
the drug used and not on the chemical structure of the compound. 
The in vitro selection experiments showed that it is possible the in vitro selection of 
stable multidrug-resistant mutants with non-antimicrobial drugs (diazepam) or sodium 
salicylate. These mutants showed patterns and mechanisms of resistance similar to those 
found in the mutants selected with antimicrobial agents (ceftazidime or lomefloxacine).  
The development of multidrug resistance in mutants generated by antimicrobials or non-
antimicrobial drugs was associated with the overexpression of PBP3, which together 
with OmpF decreased expression and an increasing active efflux resulted in 2-128 fold 
increase in the resistance to ceftazidime, aztreonam and cefpirome. In addition, 
evidences of the overexpression of the transcriptional regulator SdiA in the in vitro 
selected multidrug-resistant mutants were found. 
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ABREVIATURAS 
 

- ABC: Transportadores tipo ABC ( del inglés ATP- binding casete) 

- Abs.: absorbancia 

- ADN: ácido desoxirribonucléico 

- AMP: adenosín monofosfato 

- ARN: ácido ribonucleico 

- ATP: adenosina trifosfato 

- AZT: aztreonam 

- BLEE: β-lactamasas de espectro extendido 

- CCCP: carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona (del inglés Carbonyl 

cyanide m-chlorophenylhydrazone) 

- CF: cefalotina 

- CH: ciclohexano 

- CIN: concentración intracelular de norfloxacina 

- CL: cloranfenicol 

- CMIs: concentración inhibitoria mínima 

- CPO: cefepime 

- CTX: cefotaxima 

- DO: densidad óptica 

- DZ: diazepam 

- E. coli: Escherichia coli 

- EC: Equivalencia de la concentración 

- FOX: cefoxitina 

- g: gramos  

- IMP: imipenem 

- kDa: kilo-daltontes 

- Mar: múltiple resistencia a antimicrobianos 

- MATE: Extrusión de múltiples drogas y compuestos tóxicos  

- MDR: resistencia a múltiples drogas 

- ME: membrana externa 

- MFP: proteína de fisión 

- MFS: Facilitadores mayores  

- mg: miligramo 
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 XII

- MI: membrana interna 

- ml: mililitro 

- mM: milimolar 

- mtC: mitomicina C 

- NaCl: cloruro de sodio 

- NAL: ácido nalidíxico 

- ND: no determinado 

- nm: nanómetro 

- NOR: norfloxacina 

- Omp: proteínas de membrana externa 

- PBPs: proteínas de unión a penicilinas 

- PM: peso molecular 

- RND: Resistencia-Nodulación-División  

- SDS: dodecil sulfato de sodio 

- SI: secuencias de inserción 

- SL: salicilato de sodio 

- SMR: Staphylococcal (or Small) multidrug resistance 

- TE: tetraciclina 

- UM: Unidades Miller 

- UV: ultra violeta 

- μg: microgramo 

- μl: microlitro 

- μM: micromolar 
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BACILOS GRAM NEGATIVOS: Escherichia coli 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Enterobacteriaceae 

      1.1- Generalidades 

      1.2- Características bioquímicas e identificación 

2. Género Escherichia- especie: Escherichia coli 

3. Patología y síndromes clínicos más frecuentes 

 
1. Enterobacteriaceae 

1.1- Generalidades 
La familia de las enterobacterias está constituida por más de 47 géneros 

bacterianos (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy) que incluyen muchas 

bacterias no relacionadas con el hábitat humano y otras mantienen estrecha relación 

con el hombre, desde el estado de comensal al de patógeno (SEIMC, 2005). Pero  a 

pesar de la complejidad de esta familia son menos de 20 las especies responsables 

del 95% de las infecciones (Murray P., 2004). Estos bacilos gram negativos 

habitan frecuentemente en el tracto gastrointestinal de los animales y el hombre, sin 

ser causante por ello de enfermedad, es decir son flora comensal pero también se 

encuentra dispersa en otros nichos ambientales como en suelo, agua y plantas. En 

enfermos hospitalizados o cuando existe una alteración de las barreras anatómicas, 

muchas de las enterobacterias pueden ser causantes de enfermedades oportunistas, 

siendo responsables de bacteriemias, gastroenteritis, infecciones urinarias, 

neumonías, formación de abscesos, meningitis, entre otras. Las enterobacterias son 

además una de las principales causas de infección nosocomial (Mandel y cols., 

1990). Dentro de la familia Enterobacteriaceae se encuentra la especie Escherichia 

coli, que es causa frecuente de infecciones urinarias y de gastroenteritis bacteriana 

en individuos sanos. Sin embargo, unos pocos miembros de esta familia deben 

considerarse como patógenos estrictos y poseen alto poder patógeno (tabla Nº 1).  
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Tabla 1: Principales especies de enterobacterias de interés médico 
(Prats G. & B.  Mirelis, 1996) 

 
 

Especies comensales 
más importantes 

(Oportunistas 
potenciales) 

 

 
Citrobacter diversus 
Citrobacter freundii 
Escherichia coli 
Hafnia alvei 
Klebsiella oxytoca 
Klebsiella pneumoniae 
Morganella morganii 

 
Pantoea agglomerans 
Proteus mirabilis 
Proteus vulgaris 
Providencia alcalifaciens 
Providencia rettgeri 
Providencia stuartii 
Serratia marcescens 

Especies patógenas 
(Todas) 

 

 
Escherichia coli 
Klebsiella 
rhinoscleromatis 
Shigella boydii 
Shigella dysenteriae 
Shigella flexneri 
Shigella sonnei 

 
Salmonella bongori 
Salmonella choleraesuis 
Yersinia enterocolitica 
Yersinia pestis 
Yersinia 
pseudotuberculosis 

Los géneros de esta familia están enumerados a continuación, sin embargo de 

todos ellos los de mayor importancia médica son: Escherichia, Shigella, 

Salmonella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, 

Providencia, Yersinia y Morganella. 

Géneros de la familia Enterobacteriaceae    

 Alterococcus Escherichia Proteus 
Aranicola Ewingella Providencia 
Arsenophonus Grimontella Rahnella 
Averyella Hafnia Raoultella 
Brenneria KlebsieIla Salmonella 
Buchnera Kluyvera Samsonia 
Budvicia Leclercia Serratia 
Buttiauxella Leminorella Shigella 
Candidatus  Margalefia Sodalis 
Calymmatobacterium Moellerella Tatumella 
Cedecea Morganella Thorsellia 
Citrobacter Obesumbacterium Tiedjei 
Cronobacter Pantoea Trabusiella 
Dickeya Pectobacterium Wigglesworthia 
Edwardsiella Photorhabdus Xenorhabdus 
Enterobacter Plesiomonas Yersinia 
Erwinia Pragia Yokenella 

       (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy)  
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1.2- Características bioquímicas e identificación 
La familia Enterobacteriaceae como vemos está compuesta por muchos 

miembros, como ser Shigella, Salmonella, Yersinia, Escherichia, etc., éstas se 

caracterizan por no producir esporas, ser capaces de crecer tanto en aerobiosis 

como en anaerobiosis (anaerobios facultativos), fermentar la glucosa, no producir 

oxidasa, producir catalasa, reducir nitratos a nitritos (excepto algunas cepas del 

género Enterobacter, Erwinia, Klebsiella, Yersinia, etc.). Las enterobacterias 

tienen requerimientos nutricionales simples, crecen bien en el medio de cultivo 

Mac Conckey y tienen una movilidad variable (dependiendo de la presencia o no 

de flagelos).  

 
2. Género: Escherichia-  Especie: Escherichia coli 

El género Escherichia consta de 7 especies, siendo Escherichia coli la 

especie aislada con más frecuencia en muestras clínicas (tabla Nº 2). Generalmente 

se considera que el hábitat normal de E. coli es el colon de organismos de sangre 

caliente (aves y mamíferos), aunque se la puede encontrar en otras partes fuera del 

tracto digestivo (Souza y cols., 1999; Schaechter, 2001). E. coli es una de las 

primeras especies que coloniza al mamífero recién nacido, adquiriendo las primeras 

cepas del canal de parto y de las heces de su madre (Bettelheim, 1994). Las 

colonizaciones posteriores se deben por lo general a la ingestión de alimentos 

contaminados. 

Las especies pertenecientes a este género son bastones rectos de  1,1–1,5  x 

2,0-6,0 µm, que se encuentran tanto aislados como en parejas. Algunas de las cepas 

pueden presentar cápsula o microcápsula. Móviles por flagelos perítricos o 

inmóviles. Son gram negativos, anaerobios facultativos y presentan tanto un 

metabolismo fermentativo como oxidativo. E. coli es un organismo 

quimioorganotrofo, oxidasa negativo y catalasa positiva,  cuya temperatura óptima 

de crecimiento es de 37 ºC y cuyas colonias, aisladas en agar nutritivo, pueden ser 

tanto lisas como rugosas. Pueden usar el acetato como única fuente de carbono 

pero no el citrato; asimismo pueden fermentar la glucosa, y otros carbohidratos, 

con producción de piruvato, el cual es posteriormente convertido en los ácidos 

láctico, acético y fórmico. Parte de este ácido fórmico es transformado por medio 

de un sistema hidrogenoliasa en CO2 y H2. La mayoría de las cepas pueden 

fermentar la lactosa pero esta capacidad de fermentación de la lactosa puede estar 
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latente o ausente. Reduce el nitrato y presenta reacción positiva con rojo de metilo, 

y negativa la prueba de Voges-Proskauer. Dan negativas las pruebas de producción 

de SH2, hidrólisis de la urea y la lipasa. La mayor parte de la cepas de E. coli son 

citrato negativa.  Para este género, la suma  de bases G+C del ADN es del 48-52 

moles % (Tm).  

En la tabla Nº 3 se detallan las pruebas bioquímicas para la identificación de 

las cepas de E. coli, con los porcentajes de positividad de cada una de ellas.  

La composición antigénica de E. coli es compleja, pero se puede hacer una 

clasificación serológica  de acuerdo a sus antígenos somáticos (O), flagelares (H) o 

capsulares (K).  

 

Tabla Nº 2: Especies del género Escherichia (Euzéby JP., 2006; Abbott SL. y cols., 
2003). 

Género Especies 
 

 

 

 

Escherichia 

 

 

 

Escherichia adecarboxylata 

Escherichia albertii 

Escherichia blattae 

Escherichia coli 

Escherichia fergusonii 

Escherichia hermannii 

Escherichia vulneris 
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Tabla Nº 3: Identificación bioquímica de E. coli (Rodríguez G., 2002) 
Prueba bioquímica % de Positividad 

Oxidasa 0 
Producción de indol 98 
Rojo de metilo 99 
Voges-proskauer 0 
Citrato de Simmons 1 
H2S ( TSI) 1 
Hidrólisis de urea 1 
Utilización de malonato 0 
Ácido de glucosa 100 
Gas de glucosa 95 
Fenilalanina desaminasa 0 
Lisina decarboxilasa 90 
Arginina Hidrolasa 17 
Ornitina descarboxilasa 65 
Movilidad a 36 ºC 95 
Hidrólisis de gelatina a 22ºC 0 
KCB crecimiento en 3 
Fermentación en lactosa 95 
Fermentación de la sacarosa 50 
Fermentación de D-manitol 98 
Fermentación de D-sorbitol 94 
Fermentación de mucato 95 
Fermentación de dulcitol 60 
Fermentación de salicina 40 
Fermentación de adonitol 5 
Fermentación de inositol 1 
Fermentación de L- arabinosa 99 
Fermentación de la rafinosa 50 
Fermentación de la L- ramnosa 80 
Fermentación de maltosa 95 
Fermentación de D- xilosa 95 
Fermentación de trealosa 98 
Fermentación de celobiosa 2 
Fermentación de a –metil- D 
glucósido 0 

Fermentación de eritriol 0 
Hidrólisis de esculina 35 
Fermentación de melodiosa 75 
Fermentación de D-arabitol 5 
Fermentación de D-manosa 98 
Fermentación de glicerol 75 
Nitrato a nitrito 100 
Utilización de acetato 90 
Lipasa ( aceite de maíz) 0 
DNasa a 25ºC 0 
ONPG 95 
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3. Patología- Síndromes clínicos 
Las infecciones más frecuentes debidas a E. coli son las urinarias. Asimismo 

puede originar infecciones de las vías biliares, peritonitis, meningitis neonatal, 

neumonía, y gastroenteritis entre otras (Kaper JB. y cols., 2004). 

Aunque E. coli es parte de la flora comensal puede causar infecciones en 

determinadas circunstancias, como son la emigración desde el intestino al tracto 

urinario, produciendo infecciones urinarias bajas y eventualmente bacteriemia o 

infecciones focales por vía hematógena, aunque la vía de entrada más común es la 

urinaria, ello no significa que sea la única que permite el acceso del germen a la 

circulación. (García Aguado JM. y cols., 1998) 

Son muchos los síndromes clínicos que pueden estar causados por E. coli 

entre ellos destacan los siguientes:  

 
3.1) Infecciones urinarias 
 
3.2) Gastroenteritis  
 
3.3) Meningitis neonatal 
 
3.4) Bacteriemia 
 
3.5) Otras infecciones: neumonía, infecciones de las vías biliares, 
infecciones  localizadas 
 

 
3.1) Infecciones urinarias 

Escherichia coli es el patógeno oportunista aislado con más frecuencia en 

infecciones del tracto urinario (ITU), siendo el responsable de más del 70-95% de 

todas las infecciones del tracto urinario (ITU) adquiridas en la comunidad (Naber 

2000; Kahlmeter 2003) y de la mayoría de las adquiridas en el hospital. Las ITU 

son generalmente infecciones ascendentes causadas por cepas presentes en la flora 

normal intestinal que presentan factores de virulencia que les permiten invadir, 

colonizar y dañar el tracto urinario provocando bacteriuria asintomática, cistitis o 

pielonefritis. Las infecciones urinarias son más frecuentes en mujeres debido al 

pequeño tamaño de la uretra, y a su proximidad a la región anal. La adhesión, 

mediada generalmente por fimbrias P u otro tipo de factores de colonización que 

presentan actividad hemaglutinante en presencia de manosa, es tal vez el evento 
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más importante en la patogenia de las ITU. Además de la adherencia, se ha 

demostrado que otros factores de virulencia pueden contribuir a la patogenicidad, 

tal es el caso de la producción de alfa-hemolisina (Hly) y la síntesis del factor 

necrosante citotóxico tipo 1 (CNF-1), la resistencia al suero y la expresión del 

sideróforo aerobactina. Estudios recientes parecen indicar que la capacidad para 

interaccionar con ciertas proteínas del epitelio (uroplacinas) permite a las bacterias 

invadir el epitelio de la vejiga y sobrevivir de forma quiescente, incluso en 

presencia de tratamientos antibióticos, lo que explicaría gran parte de las 

recurrencias de estas infecciones. Se cree que varios de estos factores contribuyen 

conjuntamente a la virulencia del microorganismo, siendo ésta multifactorial. 

(Tratado de Enfermedades infecciosas y Microbiología Clínica-SEIMC, 2005) 

 
 
3.2)   Gastroenteritis 

E. coli se aisló por primera vez como agente causante de diarrea infantil en 

1920 (Adam A., 1923). Las infecciones intestinales pueden producirse por 

variedades diferentes de E. coli, las cuales a su vez poseen diferentes mecanismos 

patogénicos y se las puede dividir en 6  grupos:  

 

 
- ECET: Escherichia coli enterotoxigénica  

- ECEH: Escherichia coli enterohemorrágica 

- ECEI: Escherichia coli enteroinvasiva  

- ECEP: Escherichia coli enteropatógena 

- ECEA: Escherichia coli enteroagregativa 

- ECAD: Escherichia coli de adherencia difusa 
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ECET (Escherichia coli enterotoxigénica):  

La ECET produce diarrea infecciosa comúnmente en zonas con climas 

tropicales donde el agua contaminada es la principal fuente de contagio. Produce la 

llamada diarrea del viajero. Estas cepas colonizan la mucosa del intestino delgado 

por medio de pilis o fimbrias que tienen diversas formas denominadas factores de 

colonización o CFA (colonización factor antigens) que favorecen la interacción de 

la bacteria con los entericitos en el intestino, pero su principal mecanismo de 

patogenicidad la síntesis de alguna o ambas enterotoxinas llamadas toxina 

termolábil (LT) o toxina termoestable (ST). Sus genes están codificados en un 

plásmido que también puede tener información genética para los factores de 

colonización (CFA), aunque algunos genes que codifican la toxina termoestable 

también se los ha encontrado en transposones. Las toxinas termolábil (LT) y 

termoestable (ST) lo que hacen es aumentar los niveles intracelulares de AMPc y 

GMPc respectivamente, que se encuentran en la membrana de las células 

intestinales, provocando la hipersecreción de agua y electrolitos. 

Estas cepas afectan principalmente a niños, menores de 2 años, 

principalmente en los 6 primeros meses de vida. La enfermedad tiene un periodo de 

incubación de 14-50 horas y el cuadro clínico se caracteriza por: diarrea aguda, 

generalmente sin sangre, sin moco, sin pus y en pocos casos se presenta fiebre y 

vómito. La diarrea generalmente es leve, breve y autolimitada, aunque se han 

descrito casos de gravedad. 

 
 

ECEH (Escherichia coli enterohemorrágica):  

La gastroenteritis producida por estas cepas se caracteriza por dolor 

abdominal, diarrea acuosa con sangre, poco o nada de fiebre. El serotipo más 

frecuentemente asociado es O157:H7, y se la asocia a los casos donde se produce 

colitis hemorrágica y síndrome urémico hemolítico, caracterizado por la tríada: 

daño renal agudo, púrpura trombocitopénica trombótica y anemia hemolítica 

microangiopática, y la presencia en heces de cepas de E. coli productora de una 

citotoxina. Esta citotoxina tiene actividad sobre las células Vero, por lo que se la 

conoce también como verotoxina y a las cepas se las ha denominado E. coli 

verotoxigénica, asimismo se observó que la toxina producida era semejante a la 

sintetizada por la Shigella dysenteriae, por lo que además en la bibliografía se la 
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suele denominar “shiga like toxin”, toxina semejante a la Shiga o “shiga toxin” y a 

las cepas se las conoce como E. coli productora de shiga toxina (ECST o STEC). 

La producción de esta toxina es el principal mecanismo de patogenicidad de 

la ECEH, y la misma está codificada en un bacteriófago, integrado al genoma de la 

bacteria. Esta toxina actúa a nivel de la síntesis de las proteínas puesto que se une a 

la subunidad 60S de los ribosomas de las células intestinales o renales del 

hospedador. La toxina tiene variantes denominadas Stx1 y Stx2, que son 

inmunológicamente diferentes, y puede que la bacteria sintetice ambas. Asimismo 

estas cepas poseen otros mecanismos de patogenicidad como el fenómeno de 

adherencia y esfacelación (A/E) y presentan un gen cromosómico llamado “eae” 

que codifica una proteína de membrana externa de 94 kDa, llamada intimina. Otro 

factor de patogenicidad es al plásmido pO157, de 60 megadaltones (MDa) que 

codifica para la enterohemolisina (Miguel Blanco y cols., 1985; Balagué C. y cols., 

2006). 

El periodo de incubación de la enfermedad por EHEC es de 1 a 8 días; 

inicialmente produce diarrea sin sangre, con o sin vómito, dolor abdominal, fiebre, 

y después de 1 a 2 días la diarrea se torna sanguinolenta y se intensifica el dolor 

abdominal, de una duración de 4 a 10 días, con heces abundantemente 

sanguinolentas. Se cura o bien llega hasta síndrome hemolítico urémico (Miguel 

Blanco y cols., 1985). 

 
 

ECEI (Escherichia coli enteroinvasiva):  

La ECEI es un patógeno que causa una enfermedad parecida a la disentería 

producida por Shigella, el mecanismo de patogenicidad de estas cepas es la 

invasión del epitelio del colon, para ello lo primero que hacen es adherirse a las 

vellosidades de la mucosa requiriendo de mucinasa y adhesinas, después entran a la 

célula por endocitosis y posteriormente se multiplican dentro de la célula y así se 

pueden diseminar a las células sanas adyacentes. 

Los genes necesarios para la invasión se encuentran codificados en un 

plásmido de 140 MDa (megadaltones) llamado pInv, que codifica proteínas como 

por ejemplo la Ipa, involucrada en el proceso de patogénesis. 

Los síntomas de la enfermedad por ECEI son: diarrea acuosa con sangre y 

moco, pero en algunas ocasiones sólo se produce diarrea (Stenutz R. y cols., 2006). 
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ECEP (Escherichia coli enteropatógena): 

ECEP está asociada a diarrea en niños, siendo la adherencia su principal 

factor de virulencia, esta cepa después de adherirse, destruye las microvellosidades, 

con polimerización de actina, que lleva a la alteración del citoesqueleto en el sitio 

donde se ha unido la bacteria, debido a un aumento del calcio intracelular y de 

proteína cinasa C.  Este fenómeno es conocido como adherencia y esfacelamiento 

(A/E), donde las bacterias se adhieren al tejido y borran las vellosidades del 

intestino. 

La adherencia está mediada por pilis o fimbrias cuya información genética 

está codificada en un plásmido de 50-70 MDa denominado EAF (EPEC adherente 

factor) y de algunos genes cromosómicos (locus LEE). En la adherencia es 

necesaria también la síntesis de intimina, una proteína de membrana externa de 94 

kDa., codificada por el gen “eae”. 

In Vitro las cepas EPEC se caracterizan por formar micro-colonias en el 

citoplasma de las células Hep-2. 

Las cepas de EPEC afectan  principalmente a niños menores de seis meses y a 

los de dos años. También puede aislarse en adultos enfermos y sanos, 

principalmente cuando hay un factor predisponente como diabetes. El cuadro 

clínico que produce EPEC se manifiesta con diarrea aguda, que puede ser leve o 

grave, con vómito, fiebre baja y mala absorción (Stenutz R. y cols., 2006). 

 
 
ECEA (Escherichia coli enteroagregativa): 

Estas cepas se caracterizan por la auto-agregación inespecífica de las 

bacterias y además se adhieren a la superficie de las células Hep-2. 

La adherencia a células Hep-2 y la hemoaglutinación de eritrocitos humanos 

se debe a la presencia de una fimbria o adhesina flexible llamada fimbria I de 

adherencia agregativa (AAF/I), codificada por el gen “aggA” que se encuentra en 

un plásmido de 60 MDa. También se ha descrito la fimbria AAF/II 

inmunológicamente diferente a AAF/I y que está codificada por el gen “aafA”; sin 

embargo, no todas las EAEC presentan estas fimbrias.  

En el mecanismo de patogenicidad de EAEC están implicadas la bacteria y 

diversas moléculas que ella produce; también se sabe que las cepas EAEC tienen la 

capacidad de incrementar en la mucosa la producción y secreción de moco que 
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atrapa a las bacterias que se autoaglutinan en una fina película en el epitelio 

intestinal. La producción de moco puede estar relacionada con la capacidad de 

EAEC para colonizar persistentemente el intestino y causar diarrea. 

EAEC posee un  plásmido de 60 MDa en donde se encuentran los genes que 

codifican para la toxina EASTI. Asimismo se han caracterizado dos proteínas de 

alto peso molecular, las cepas fueron aisladas de niños que murieron de diarrea 

persistente. El gen que codifica una de estas proteínas se identificó en un plásmido 

de 65 MDa y a la proteína se le dio el nombre de Pet (plasmid-encoded toxin) que 

tiene la capacidad de producir efecto citopático en células Hep-2, caracterizado por 

arredondamiento y desprendimiento de las células así como contracción del 

citoesqueleto y pérdida de fibras de actina. En EAEC se ha descrito también la 

proteína Pic que está codificada en el genoma y que tiene actividad de proteasa. 

La diana de las cepas EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y 

delgado,  con un periodo de incubación de menos de ocho horas y puede durar 

hasta 18 o 20 días. Esta bacteria puede causar brotes o casos aislados de diarrea 

persistente. En niños puede manifestarse con diarrea líquida, de color verde, con 

moco, sin sangre, y que en ocasiones puede llegar a ser severa y requerir 

rehidratación intravenosa. Algunas veces el cuadro clínico se presenta como diarrea 

con moco con o sin sangre, vómito y sin o con poca fiebre.  

 
 
ECAD (Escherichia coli de adherencia difusa) 

Las cepas de E. coli patógenas más difíciles de clasificar son las difusamente 

adherentes (ECAD). Estas cepas inducen la formación de estructuras como dedos 

en las células epiteliales del intestino, que embeben a la bacteria. Estas cepas son 

causantes de diarrea líquida, principalmente en niños (Salyers & Whitt, 1994; 

Beinke y cols., 1998). 

Las cepas de E. coli de adherencia difusa, no forman micro-colonias cuando 

se adhieren a células Hep-2. Se sabe poco de su mecanismo de patogenicidad pero 

se ha caracterizado una fimbria de superficie, conocida como F1845, involucrada 

en el fenómeno de adherencia difusa. Los genes que codifican para esta fimbria se 

pueden encontrar en el cromosoma o en un plásmido. El grupo ECAD se puede 

aislar tanto de personas sanas como en personas con diarrea, siendo más importante 
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en niños de 4 a 5 años. Los principales síntomas que se presentan son diarrea 

acuosa sin sangre y sin leucocitos. 

 

3.3) Meningitis neonatal 

E. coli, junto con Streptococcus agalactiae y Listeria monocytogenes, 

representan la causa más común de meningitis neonatal; el 75% de las cepas 

causales poseen el antígeno capsular Kl. Se piensa que el antígeno capsular K1 

confiere escasa inmunogenicidad, lo que reduciría la vulnerabilidad de estas cepas 

a la lisis por el complemento (Tratado de enfermedades infecciosas y 

microbiología clínica-SEIMC, 2005). 

Aunque es común la colonización de los lactantes por E. coli en el momento 

del parto, la enfermedad resulta relativamente poco frecuente, pero si se produce 

puede llevar a la muerte o a complicaciones neurológicas severas (Stenutz R. y cols., 

2006). 

 

3.4) Septicemia- bacteriemia 

 E. coli es la primera causa de bacteriemia de adquisición comunitaria (29%) 

y una de las principales causas de bacteriemias nosocomiales (5,7%) según un 

estudio realizado por la Sociedad Española de enfermedades infecciosas y 

microbiología clínica (Tratado de enfermedades infecciosas y microbiología 

clínica-SEIMC, 2005). 

E. coli es el bacilo gram negativo aislado con más frecuencia en pacientes con 

procesos generalizados, bacteriemias y sepsis. El foco de infección desde el que los 

microorganismos se diseminan al torrente sanguíneo, se localiza habitualmente en 

el tracto urinario o en el gastrointestinal. La mortalidad por septicemia debida a E. 

coli depende de la fuente de infección y la enfermedad subyacente del paciente, y 

es significativamente más alta en los enfermos inmunodeprimidos o con infec-

ciones debidas a perforación intestinal. 
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 13

3.5) Otras infecciones 

También es agente en infecciones biliares, peritoneales, de cualquier 

infección supurada como peritonitis, colangitis, colecistitis, empiema, infección de 

partes blandas, osteomielitis, artritis, neumonía, otitis, endoftalmitis, etc.  

Las infecciones extraintestinales ocurren cuando hay circunstancias 

predisponentes como obstrucción y éstasis de vías urinarias y biliares, disminución 

de los mecanismos defensivos, etc. 
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2.1 Introducción  
La pared celular es una estructura múltiple, compleja y semirrígida, que 

consta de varios estratos, situada exteriormente a la membrana citoplasmática que 

constituye el exoesqueleto de la bacteria. Esta estructura es la que en la célula 

bacteriana da la forma y protege a las bacterias de la lisis osmótica. También actúa 

como filtro, impidiendo la entrada de macromoléculas pero no el paso de agua y 

metabolitos esenciales, e interviene en el movimiento y en la división celular.  

La pared celular de muchos microorganismos patógenos posee componentes 

que contribuyen a su patogenicidad, tiene importancia como factor de adherencia a 

superficies epiteliales y sobre ella van a actuar ciertos antimicrobianos así como 

bacteriófagos. La pared puede proteger a la célula frente a sustancias tóxicas y es el 

lugar de acción de varios antibióticos. 

La pared de una célula bacteriana gram negativa (Fig. 1) está compuesta por 

dos capas fácilmente distinguibles, la exterior es la membrana externa, estructura 

bilaminar exclusiva de procariotas gram negativos y compuesta por 

lipopolisacáridos, fosfolípidos y proteínas. La segunda capa está situada 

internamente a la membrana externa y compuesta de un fino estrato 

Componentes de la pared celular de Escherichia coli: 

2.1 Introducción  

2.2 Estructura del peptidoglicano 

2.3 Periplasma 

2.4 Membrana externa 

         2.4.1 Lipopolisacárido 

         2.4.2 Proteínas 

                2.4.2.1- Porinas: OmpF y OmpC 

                2.4.2.2- TolC  

                2.4.2.3- Proteínas canal específico 

                2.4.2.4- OmpA 

  2.4.3 Papel de la membrana externa en la permeabilidad y 

resistencia a los antimicrobianos.

     PARED CELULAR DE BACTERIAS GRAM NEGATIVAS:  
 Escherichia coli
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monomolecular de peptidoglicano que equivale sólo al 5-10 % del peso seco de la 

pared.  

El espacio entre la membrana externa y la membrana citoplasmática se 

conoce como periplasma, en el que se encuentran una amplia variedad de enzimas 

y proteínas importantes para el metabolismo bacteriano (García Rodríguez JA. & 

Bellido Muñoz JL., 1996; Prescott LM., 5ta edición). 

Membrana
plasmática

periplasma

Membrana
externa

Core

Antígeno O

pr
ot

eí
na

Lípido 
A

po
rin

a

Li
po

po
lis

ac
ár

id
o 

(L
PS

)

fosfolípido

lipoproteínas
peptidoglicano

 
Fig. 1: Representación esquemática de la pared de las bacterias Gram negativas: 
formada por 2 bicapas lipídicas, la membrana externa e interna, separadas por el 
periplasma que contiene el peptidoglicano. La membrana externa es asimétrica, 
con la cara interna constituida por fosfolípidos y la externa por el lipopolisacárido. 
(Modificada de Prescott LM., 5ta edición) 

 

A diferencia de las bacterias gram negativas, la pared celular de las bacterias gram-

positivas (Fig. 2) es menos compleja y está compuesta principalmente por:  

 
• Ácidos teicoicos son polímeros que están entrelazados en la capa de 

peptidoglicano y se extiende en forma de cilios más allá de la superficie de las 

células.  

• La capa de peptidoglicano, o capa de mureína, de las bacterias gram-positivas es 

mucho más gruesa que la de las bacterias gram-negativas. Es responsable de 

mantener la forma del microorganismo. 
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Ácidos teicoicos

Ácidos lipoteicoicos

peptidoglicano

Membrana
plasmática

 
Fig. 2: Representación esquemática de la pared de las bacterias Gram positivas. 
(Modificada de Prescott LM., 5ta edición) 
 

2.2 Estructura del peptidoglicano: 
El peptidoglicano o mureína es un heteropolímero compuesto por muchas 

subunidades idénticas. El polímero contiene dos derivados de azúcar,                        

N-acetilglucosamina  (NAG) y ácido N-acetilmurámico (NAM: éter lactilo de N-

acetilglucosamina) unidos por enlace β 1-4 y varios aminoácidos, tres de los cuales: 

ácido D-glutámico, D-alanina y ácido meso-diaminopimélico (DAP), no están 

presentes en las proteínas (Fig. 3B) (Parsons LM. ,2006). La presencia de D-

aminoácidos las protege frente a la mayoría de las peptidasas. 

En las bacterias gram negativas, las cadenas peptídicas están interconectadas 

entre si, mediante un puente entre el grupo carboxilo terminal de una D-alanina (D-

ala) con el grupo amino de un ácido meso diaminopimélico (DAP) de la otra         

(Fig. 3A), por estos entrecruzamientos es como se le da rigidez a la estructura 

(García Rodríguez JA., 1991;  Prescott LM., 5ta edición; Stanier RY. y cols., 1991; 

Denyer SP. ,2002). 

La capa de peptidoglicano de la pared lleva una pequeña lipoproteína 

específica de peso molecular 7,2 kDa, llamada lipoproteína del peptidoglicano o 

lipoproteína de Braun,  que está incluida en la membrana externa por su extremo 

graso hidrofóbico. La membrana externa y el peptidoglicano están tan firmemente 

unidos por esta lipoproteína que pueden aislarse como una unidad. Esta 

lipoproteína es muy abundante, aproximadamente 7x105 moléculas por célula, de 

las cuales aproximadamente un tercio están unidas al peptidoglicano (Nikaido H. y 
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cols., 1997), pero a pesar de su abundancia y su función estructural aparentemente 

no es una molécula esencial para la supervivencia de las bacterias, pues se han 

aislado mutantes carentes de ellas (Stanier RY. y cols, 1991). Además 

recientemente se ha descrito otras proteínas que interaccionan no covalentemente 

con el peptidoglicano a través de sus dominios periplásmicos, entre las que 

podemos mencionar a las proteínas de membrana externa Pal y OmpA , así como la 

proteína de membrana interna MotB y otras proteínas con funciones desconocidas 

hasta el momento (Parsons LM., 2006). 

NAM NAG

L- ala

D

 
 
 
Fig. 3A: Entrecruzamientos en el peptidoglicano de  E. coli con enlace directo, 
típico de muchas bacterias Gram negativas. (Modificado de Prescott LM., 5ta 

edición). 
 

 

-glu
D-glu

DAP

D-ala

DAP
L- alaD-ala

NAM NAG 
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El grupo  -COOH de la  
D-ala interacciona con 
un residuo -NH2 del 
DAP de otra cadena 

 
 
 
Fig. 3B: Representación esquemática de la estructura del peptidoglicano de la 
pared celular de bacterias gram-negativas (Modificado de Prescott LM., 5ta 

edición). 
  

2.3 Periplasma: 
Entre la membrana externa y la membrana celular de las bacterias gram 

negativas se crea un compartimiento virtual, llamado espacio periplásmico, es una 

matriz que incluye al peptidoglicano, pero además contiene proteínas y 

polisacáridos que facilitan la nutrición, transporte y mantenimiento de a pared 

celular y también inactivan compuestos tóxicos para la célula (Denyer S., 2002). 

Este compartimiento contiene muchas proteínas que participan en la 

captación de nutrientes, por ejemplo, enzimas hidrolíticas como nucleasas, 

fosfatasas, proteasas, catalasas, y proteínas ligadoras que capturan azúcares, 

aminoácidos, vitaminas e iones inorgánicos hacia el interior de la célula. Asimismo 

podemos encontrar enzimas que participan en la síntesis del peptidoglicano y en la 
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modificación de compuestos tóxicos para la célula y sustancias de secreción 

(Prescott LM., 5ta edición; Denyer S., 2002). Además es el lugar donde se hallan 

las enzimas β-lactamasas responsables de la resistencia de muchos 

microorganismos a los antibióticos β-lactámicos. 

 Este compartimiento acuoso provee también de un micro ambiente formado 

por pequeñas moléculas que actúan como amortiguadores (buffer) frente a los 

cambios que suceden localmente, es decir que el periplasma no es un sitio estático 

sino un compartimiento celular dinámico que cambia en respuesta a estímulos 

internos y externos (Tikhonova E. & Zgurskaya H., 2004). El periplasma incluye 

oligosacáridos cargados negativamente que juegan un importante papel en la osmo-

regulación en las bacterias gram negativas. Este espacio parece ser iso-osmótico 

con el citoplasma al menos en E. coli y Salmonella typhimurium (Denyer S., 2002). 

El espesor total del espacio periplásmico oscila entre 30 y 70 nm y se estima 

puede constituir el 20-40% del volumen celular total (Nikaido H., 1985).  
 

2.4 Membrana externa: 
La membrana externa es una bicapa lipídica asimétrica, la capa interna está 

compuesta  por fosfolípidos de composición similar a los de la membrana interna, 

en contraste, la capa externa contiene principalmente moléculas de lipopolisacárido 

(LPS) entre otros constituyentes (Koebnik R. y cols., 2000). 

Además de los lípidos, en la membrana podemos encontrar diferentes tipos de  

proteínas, algunas atraviesan completamente la membrana “proteínas 

transmembrana”, como es el ejemplo de las proteínas conocidas como porinas, 

principales canales de incorporación de sustancias hidrofílicas menores a 700 Da., 

las moléculas de mayor tamaño difunden a través de “proteínas de canal 

específico”. 

Otro tipo de proteínas son las “integrales” que parecen estar implicadas en el 

mantenimiento de la estructura de las membranas y de la pared bacteriana.  

Las proteínas “periféricas” o de superficie, tienen la función de actuar como 

diana para determinadas sustancias o elementos como los fagos (Hancock R., 1997). 

Inmersa en la membrana externa encontramos la lipoproteína de Braun, que 

interacciona con el peptidoglicano dándole rigidez a la estructura (García 

Rodríguez JA. & Bellido Muñoz JL., 1996; Murray P. y cols., 1997). Como 

mencionamos anteriormente Pal y OmpA también interaccionan de manera no 
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covalente con el peptidoglicano aumentando así la estabilidad. Pal es parte de las 

proteínas codificadas por el operon Pal/Tol, que incluyen TolA, TolB, TolQ y TolR.  

TolB es una proteína periplásmica, y se ha propuesto como puente de unión de los 

dominios C-terminal de TolA y Pal formando otra posible unión estructural entre la 

membrana interna y externa. Además debemos hacer mención a estas proteínas 

puesto que recientemente se ha demostrado que Pal y TolA son requeridas para la 

adecuada expresión del antígeno O del LPS en cepas de E. coli (Parsons LM., 

2006). Pal es uno de los componentes que libera E. coli durante la sepsis y 

contribuye a la inflamación por lo que a su vez es un factor de virulencia.  
 

2.4.1-Lipopolisacárido (LPS): 
Las moléculas de LPS son grandes y complejas, situadas en la hoja externa de 

la membrana externa y por lo tanto en contacto con el medio que rodea a la bacteria, 

son moléculas anfipáticas y con carga neta negativa (Denyer S., 2002). El LPS es 

un polianión estabilizado por cationes divalentes. La densidad de azúcares y de 

cadenas laterales del LPS organizan un filtro eficaz para moléculas hidrofílicas 

(Pagès y cols., 2004). La presencia del LPS en la membrana externa le otorga 

características de permeabilidad reducida respecto de membranas clásicas 

compuestas únicamente por fosfolípidos. 

El LPS está formado por 3 regiones diferentes, como se muestra en la figura  

Nº 4 (García Rodríguez JA., 1991; Stenutz R. y cols., 2006): 

 

 
1- Lípido A (hidrofóbico) 

2- Core o polisacárido central R 

3- Cadena lateral O, antígeno O o polisacárido específico O (hidrofílico) 
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Antígeno O core Lípido A

GlcN Kdo hexosaheptosa
del antígeno O

componentesReferencias:

 
 
Fig. 4: Representación esquemática del LPS de la membrana externa de bacterias 
gram negativas, mostrando las 3 regiones parte: antígeno O, Core y lípido A. 
(Modificado de Stenutz R. y cols., 2006). 
 
Lípido A: región hidrófoba y lipídica del LPS, que se encuentra inserta en la 

membrana externa por lo que actúa como anclaje a la membrana, contiene dos 

derivados fosforilados del azúcar glucosamina, los grupos hidroxilos de éstos se 

unen a tres ácidos grasos en su mayoría 3-hidroxiácidos, cuyos grupos β-hidroxilos 

son a su vez esterificados por otros ácidos grasos (no β-hidroxílicos), originando la 

estructura característica 3-acil-oxil-acil. Por lo que el  lípido A contiene seis o siete 

ácidos grasos en vez de los dos típicos de los fosfolípidos, y éstos son todos 

saturados. Algunos de estos ácidos se unen directamente al dímero de glucosamina 

y otros lo hacen esterificando a los 3-hidroxiácidos grasos.  

Esta estructura hidrofóbica no varia considerablemente entre las bacterias gram 

negativas, aunque la composición de fosfatos puede si puede diferir. Es un 

importante componente dentro de la estructura del LPS y su deleción genera 

incrementos en la susceptibilidad a antibióticos hidrofóbicos (Denyer S., 2002). 

 
Core: es el polisacárido central que está unido al lípido A, es bastante estable entre 

las especies y está compuesto por una corta cadena de azúcares dos de los cuales 

son, el ácido 2-ceto-3-desoxioctónico (KDO) exclusivo el LPS y una heptosa. La 

parte más exterior del Core consiste mayoritariamente por hexosas. Esta región 

central R presenta varios grupos aniónicos, y queda unida a la posición 6 de un 

resto de glucosamina del lípido A. 
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Antígeno O: es una cadena polisacarídica más o menos larga que está unida a la 

región central R y se extiende hacia fuera del núcleo, puede poseer diferentes 

azúcares dependiendo de la especie bacteriana, generalmente consiste en 10-25 

unidades repetidas que contienen de 2 a 7 residuos de azúcar (Stenutz R. y cols., 

2006).  Este carbohidrato es antigénico y constituye el antígeno somático, uno de 

los antígenos fundamentales de las bacterias gram negativas. Su especificidad varía 

con el número, composición y secuencia de sus azúcares, basándose en ello la 

serotipificación de muchas especies bacterianas gram negativas, como es el caso 

del género Salmonella.   

El antígeno O le confiere a la superficie bacteriana un carácter hidrofílico que 

evita la penetración de compuestos lesivos hidrofóbicos, como las sales biliares y 

algunos antimicrobianos, además actúa como receptor de bacteriófagos y también 

es importante en la respuesta inmune del hospedador (Gabrielle S. & Reeves P., 

2003). 

Los cationes juegan un rol vital en la organización y en el mantenimiento del 

LPS. Los iones como el sodio, potasio, calcio y sobre todo el magnesio, estabilizan 

la membrana, de tal manera que si eliminamos estos iones quelantes podremos 

disociar totalmente la membrana externa, y de lo contrario si añadimos magnesio la 

estabilizamos, ésto es debido a que la parte proximal del sacárido del LPS tiene 

grupos cargados negativamente que se solapan y producen fuertes repulsiones 

electrostáticas entre las moléculas del LPS. Los cationes se sitúan entre ellos y 

evitan las repulsiones (Nikaido H., 1985). 
 
Funciones del LPS y papel en la resistencia a antimicrobianos: El LPS es 

importante por varias razones, una es la de defensa frente al sistema inmune del 

hospedador, puesto que la bacteria puede cambiar la naturaleza de las cadenas 

laterales O para evitar la acción de los anticuerpos producidos por el hospedador, 

pero además contribuye a la carga negativa de la superficie bacteriana, ya que el 

polisacárido central contiene azúcares cargados y fosfato (Bond PJ. & Sansom M., 

2004) que le confieren a esta molécula una apreciable carga electrostática negativa 

a pH neutro que junto a los cationes divalentes calcio y magnesio también facilitan 

la estabilización de la estructura de la membrana. Además el lípido A puede actuar 

como endotoxina, por lo que es responsable de la toxicidad y del shock séptico que 

se desarrolla en algunas de las infecciones producidas por bacterias gram negativas.  
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El LPS posee una estructura compleja y se ha observado que cambios en ésta 

pueden modificar la velocidad de difusión de los antimicrobianos a través de la 

membrana. 

Muchas de las bacterias gram negativas son resistentes a ciertos antibióticos 

anfipáticos e hidrofóbicos porque no pueden penetrar la membrana externa, se 

observó que mutaciones en el LPS que hacen que se pierdan la mayoría de los 

azucares de la región del Core (mutantes rugosas), pueden incrementar la 

permeabilidad de la membrana a estos compuestos y por lo tanto estas cepas 

mutantes son más susceptibles a compuestos hidrofóbicos como novobiocina, 

rifampicina y eritromicina (Nikaido H., 2005), ésto puede deberse a que hay 

menores interacciones entre las moléculas de LPS (Rocque Warren J. y cols., 1988; 

Peterson A. y cols., 1987) o a que la capa externa de la membrana externa tenga un 

nivel incrementado de fosfolípidos que generan una membrana más permeable que 

lo normal (Nikaido H., 2005), asimismo en estas cepas mutantes no se observan 

incrementos en la susceptibilidad a compuestos hidrofílicos, incluso en la 

bibliografía se mencionaron casos donde se incrementaba la resistencia a 

compuestos como penicilina, ampicilina, cefalotina y tetraciclina. Esto último 

puede deberse a que estas cepas mutantes presentan una expresión disminuida de 

las porinas de su membrana externa (Nikaido H. & Vaara M., 1985). Se ha descrito 

que es necesario un cierto nivel de síntesis del lípido A para una adecuada síntesis, 

transporte o ensamblado de los trímeros de porina F en la membrana externa 

(Nurminen M. & Vaara M., 1997), se ha demostrado que la síntesis de un 

polisacárido con oligosacáridos defectuosos en el Core, no altera la síntesis de 

OmpA, pero sí reduce la de OmpF y OmpC (Ried G. y cols., 1990). 

Mutaciones en los genes que codifican al LPS contribuyen a la resistencia 

intrínseca a antimicrobianos, diversos estudios sugieren que cambios en la región O 

del LPS hacen que cambie la carga y estructura del polisacárido externo con un 

concomitante incremento en la resistencia a ciertos antibióticos. Dichos cambios se 

producen generalmente en respuesta a la presión selectiva que ejercen los 

antimicrobianos que llevan a mutaciones en los genes responsables de la síntesis y 

ensamblado del LPS en la membrana externa. Este tipo de cambios se piensa que 

disminuyen la unión de antimicrobianos catiónicos, conduciendo a la resistencia a 

Polimixina B (Gootz Thomas D., 2006). 
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Asimismo se ha observado que en cepas mutantes resistentes a las nuevas 

quinolonas, de carácter más hidrofílicas que las anteriores, es de vital importancia 

la hidrofobicidad de la membrana externa, que está también determinada por el tipo 

de lipopolisacárido presente. Diferentes evidencias asocian los cambios en la 

estructura del LPS como un factor que contribuye a variar la sensibilidad a 

antimicrobianos como las quinolonas (Tavio MM. y cols., 1999; Chenia HY. y cols., 

2006). 
 

2.4.2-Proteínas: 
Las proteínas que se encuentran en la membrana externa (OMPs) de las 

bacterias gram negativas, generalmente son diferentes a las que encontramos en la 

membrana citoplasmática y además poseen poca diversidad, pero estas proteínas se 

hayan en gran número por lo que constituyen el 50% de la masa de la membrana 

externa (Koebnik R. y cols., 2000), estas incluyen proteínas integrales de membrana, 

que como mencionamos anteriormente son esenciales para el mantenimiento de la 

integridad y selectiva permeabilidad de las membranas bacterianas, proteínas de 

canal específico, proteínas integrales y proteínas periféricas.   

La proteína mas abundante en las enterobacterias es la lipoproteína de Braun 

(7.200 Da) y se encuentra en un gran número de copias con una función 

fundamentalmente estructural (Osborn MJ., 1980). Otras proteínas como la OmpA 

y las porinas también se expresan en niveles altos, mientras que la síntesis de otras 

puede ser inducida si fuera necesario, como las porinas PhoE y LamB, además 

encontramos proteínas componentes de sistemas de transporte, proteínas 

involucradas en la biogénesis de pilis y flagelos, con funciones enzimáticas 

(proteasa OmpT y fosfolipasa A), etc. (Koebnik R. y cols., 2000). 

Las OMPs también juegan un importante rol en la patogénesis bacteriana y 

están involucradas en la adaptación de bacterias patógenas a diferentes condiciones 

ambientales, como a la presencia de antimicrobianos, la acción bactericida del 

suero, de sales biliares en el intestino, etc. (Lin Jun y cols., 2002).  

Haciendo mención a algunos de los mecanismos en los que están 

involucradas las proteínas de membrana externa (OMPs):  

● la OmpT es una proteasa asociada a membrana que cuya función es degradar a 

péptidos antimicrobianos cortos (AMPs) fuera de la célula. Estos péptidos 

catiónicos (AMPs) se encuentran presentes en diferentes especies, desde insectos 
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hasta mamíferos y pueden contactar directamente y distorsionar la membrana de la 

bacteria penetrando a través de la bicapa lipídica y conducir a la muerte celular, de 

manera que las bacterias gram negativas han desarrollado estrategias para evadir 

estos compuestos, una como mencionamos es la degradación de los AMPs por 

medio de la producción de una proteasa (OmpT en E. coli), la otra estrategia es por 

medio de la modificación de la superficie celular para prevenir la unión de los 

AMPs o disminuyendo la permeabilidad de la misma, como por ejemplo se puede 

modificar al lípido A para cambiar la fluidez de la membrana externa. 

● Las OMPs se asocian también a la múltiple resistencia a antimicrobianos, pues 

forman parte de los sistemas de eflujo activo por los que es posible expeler fuera de 

la célula sustancias tóxicas. Como ejemplo podemos mencionar a TolC en E. coli, 

que analizaremos con más detalle en los próximos capítulos. 

● Las OMPs también están  involucradas en la resistencia al suero, pues las 

bacterias gram negativas han desarrollado múltiples estrategias para protegerse de 

los efectos bactericidas del complemento. La OmpX de E. coli pertenece al grupo 

de proteínas integrales de membrana que no sólo juega un importante papel en la 

adhesión e invasión sino que también promueve la resistencia bacteriana a los 

efectos bactericidas del complemento. Recientemente se ha demostrado que la 

sobre expresión de OmpX conduce a una menos expresión de OmpC y OmpF y 

diminuye la susceptibilidad a betalactámicos y otros antibióticos en cepas de E. coli 

(Viveiros M., 2007). 

● La bilis es producida por el hígado y almacenada en la vesícula biliar para ser 

utilizada en la digestión de comidas y grasas en el intestino delgado, esta está 

compuesta por las sales biliares que funcionan como detergentes sobre las 

membranas de las enterobacterias, produciendo la muerte de ellas. Por lo que para 

evadir los efectos tóxicos de la bilis y adaptarse al lugar donde viven desarrollaron 

mecanismos de resistencia donde la membrana externa juega un importante rol. Las 

OMPs están involucradas en dicha resistencia puesto que contribuyen a una menor 

permeabilidad de estas sales a través de la membrana externa cuando la bacteria 

disminuye la expresión de las porinas en dicha membrana como es el caso de 

OmpF y OmpC en E. coli, o también participando en el mayor eflujo de las mismas 

fuera de la célula, puesto que también son componentes de los sistemas de 

expulsión de múltiples drogas como los sistemas de eflujo AcrAB-TolC y EmrAB-

TolC en E. coli (Lin Jun y cols., 2002). 
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● En años recientes se han relacionado algunas de estas proteínas de membrana 

externa con los mecanismos de patogenicidad bacteriana. Así, las proteínas OmpC 

y OmpF de E. coli pueden actuar como modulinas al estimular la síntesis de 

citosinas (Henderson B. y cols., 1996;  Williams K. y cols., 2000). 
 

2.4.2.1-Proteínas mayores en la membrana externa de  

Escherichia coli: OmpF y OmpC 
Son proteínas transmembrana situadas en la membrana externa de las 

bacterias gram negativas, y forman canales de difusión no específicos, pero 

selectivos puesto que permiten el paso de solutos pequeños (hasta 600 daltons) e 

hidrófilos, incluyendo la mayoría de los nutrientes (García Rodríguez JA. & 

Bellido Muñoz JL., 1996). 
Escherichia coli produce tres porinas triméricas conocidas como: OmpF, 

OmpC y PhoE. Estas porinas presentan preferencias de sustratos en cuanto a la 

carga y al tamaño, las porinas OmpF y OmpC prefieren cationes sobre los aniones, 

mientras que la PhoE presenta mayor afinidad por los sustratos aniónicos. Además 

el tamaño de los poros que forman es diferente, oscila entre 1 y 1,2 nm, aunque 

puede llegar a 2 nm en el caso de la OmpF de Pseudomonas aeruginosa o en la 

OmpG de E. coli K12 (Fajardo DA. y cols., 1998; Mirsa R. & Benson SA., 1989). 
La OmpF posee un poro ligeramente mayor (1,2 nm) al que produce la OmpC 

(1,1nm). Las porinas están formadas por trímeros de proteínas (Fig. 5A), en el que 

cada monómero tiene un peso molecular comprendido entre 32 y 48 kDa. Cada uno 

de estos monómeros consta de un canal cuyo poro se abre, por el lado extracelular, 

sobre la superficie externa de la membrana externa; posteriormente dicho canal se 

dirige hacia el centro del trímero de proteína, al nivel medio de la membrana 

externa, donde confluyen los tres canales que provienen de cada uno de los tres 

monómeros, en un único canal central que continúa su curso hasta desembocar, por 

el otro extremo del trímero de proteína, en la superficie de la hoja interna de la 

membrana externa, es decir, en el espacio periplásmico por donde aparece como un 

poro sencillo. Cada monómero es un auténtico canal acuoso que permite el paso de 

múltiples sustancias, desde iones hasta antibióticos. La difusión de los antibióticos 

a través de la membrana externa depende del número de moléculas de porinas 

presentes, de la naturaleza de dichas porinas en la que la composición en 

aminoácidos (carga y polaridad) condiciona fuertemente la arquitectura, y del 
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carácter funcional de la porina. Este carácter depende sobre todo de la composición 

del bucle L3 que determina el diámetro del canal que forma el poro,  propiedades 

electrostáticas y deja pasar determinadas moléculas en función de su tamaño, su 

carga y su hidrofobicidad (Vidal S. y cols., 2005; Nikaido H. & Vaara Marti, 1985; 

Koebnik R. y cols., 2000), la diferencia de selectividad entre OmpF por cationes  y 

de PhoE por aniones se debe a que PhoE presenta un residuo de Lisina en esta zona 

que es sustituida por una glicina en OmpF (Wonpil Im & Benoît R., 2002). 

Mediante análisis cristalográfico se observó que los monómeros de porinas 

atraviesan la membrana como cilindros β, los que consisten en una serie de 16 

cadenas β antiparalelas (figura 5B), con 8 loops cortos del periplásmicos y 8 loops 

largos del lado de la superficie celular que le confieren una significante estabilidad 

y rigidez a la estructura (Wonpil Im & Benoît R., 2002; Alcanraz A., 2004). El 

contacto entre los monómeros es estabilizado por interacciones hidrofóbicas y 

polares (Nikaido H., 2003). Los extremos amino y carboxilo de las porinas se 

encuentran sobre el lado periplasmático, resultando en un número par de segmentos 

transmembrana. Las hebras transmembrana están conectadas por vueltas “turns” 

cortas (entre 1 y 12 residuos) en el lado periplasmático, en cambio los lazos o loops 

que conectan las hebras del lado externo son generalmente más largos (entre 2 y 46 

residuos). En el caso de la porina OmpF y PhoE de E. coli, el lazo 3 es 

especialmente largo (33 residuos) y se pliega sobre el barril de manera de producir 

el cierre o estrechamiento del canal.  Este lazo contribuye significativamente a las 

propiedades de permeabilidad del poro, como límite de exclusión y selectividad. 

De esa manera las características de este lazo, así como también de la zona de 

constricción del canal, pueden definir la preferencia de sustratos del mismo. 
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OmpF 

 
Fig. 5: A: representación esquemática de la estructura de la OmpF en Escherichia 
coli. La flecha señala uno de los tres monómeros. B: figura donde se muestran las 
cadenas beta antiparaleras de la estructura de la OmpF (Nikaido H., 2003).  
 
Otras porinas: 
 

Pero además de las proteínas mayores, en la membrana externa de algunas 

cepas de E. coli también es posible encontrar otras porinas.  Podemos mencionar 

como ejemplos la OmpG aislada de E. coli K-12 que presenta características 

inusuales, puesto que primero pierde el loop 3 característico de las clásicas porinas 

triméricas, segundo presenta un canal inusualmente grande, y además se piensa que 

existe como monómero con estructura de barril β de 16 hebras transmembrana en la 

membrana externa, se supone que este gran poro es para el transporte de moléculas 

de oligosacáridos de mayor tamaño (Fajardo DA. y cols., 1998) ; otra porina 

caracterizada en E. coli es la  OmpW, de sólo 191 residuos de aminoácidos (21 kDa)  

y pertenece a una familia de porinas de funciones biológicas aún desconocidas, 

aunque se supone es usada por la colicina como receptor (Pilsl H. y cols., 1999) y 

se sospecha que brindaría protección a la célula frente al estrés (Hong H. y cols., 

2006).  
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Biosíntesis y regulación  de las porinas OmpF y OmpC en cepas de 

Escherichia coli 
La síntesis de las porinas está regulada por numerosos genes cuya expresión,  

a su vez, depende de las condiciones del medio en el que se encuentren las 

bacterias. Se sabe que la porina PhoE sólo se expresa en condiciones de privación 

del fosfato, puesto que el gen que la codifica phoE pertenece al regulón fosfato, en 

cambio la expresión de OmpF y OmpC suele estar multirregulada. Como se 

mencionó anteriormente E. coli es un comensal del tracto gastrointestinal del 

hombre y animales, donde la concentración de sales biliares oscila entre 4 y 16 mM. 

Las bacterias tienen que reducir el influjo de estas moléculas a la célula, debido a 

que tienen acción detergente sobre sus membranas. 

En estás condiciones de alta osmolaridad y alta temperatura, se ve favorecida 

la expresión de la porina C por sobre la porina F, puesto que la primera produce un 

poro de menor diámetro que la segunda (Nikaido H., 2003). La expresión de OmpF 

por el contrario se ve incrementada cuando las condiciones del entorno son de baja 

temperatura y baja osmolaridad, ya que así la bacteria se puede beneficiar del 

ingreso de nutrientes del entorno a la célula por medio de esta porina (Nikaido H. 

& Vaara M., 1985). 

La expresión de estas porinas está controlada por diferentes condiciones 

ambientales, como ser el nivel osmótico, la temperatura, la anaerobiosis y el pH del 

medio.  

La regulación por presión osmótica involucra una proteína transmembrana 

asociada a la membrana interna EnvZ, que pertenece al sistema de dos 

componentes EnvZ-OmpR. EnvZ es una histidina quinasa bifuncional con 

actividad quinasa-fosfatasa y monitorea cambios en la osmolaridad del medio 

externo, cuando la osmolaridad del medio es alta, transfiere un grupo fosfato de 

alta energía a OmpR, esta fosforilación produce cambios en la conformación de 

OmpR y activa la capacidad de esta proteína citoplasmática para interaccionar con 

sus genes blancos y así incrementar su transcripción, entre ellos se encuentran 

ompF, ompC, tppB, fadL, flhDC, y csgD (Goh Ee-Been y cols., 2004; Rosner JL. y 

cols, 1991; Ferrario M. y cols 1995). EnvZ también posee actividad fosfatasa, 

capaz de remover el grupo fosfato de OmpR-P (fosforilado), de manera que este 
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intercambio de actividades quinasa/fosfatasa en respuesta a los cambios 

ambientales es el responsable de controlar los niveles celulares de OmpR-P. 

(Goh Ee-Been y cols., 2004). 

his

Asp

N

N

C

C

PO4

PO4

EnvZ
sensor quinasa

OmpR

señal

Regulación
De genes

regulador

 
Fig. 6A: Esquema de la fosforilación de OmpR en el residuo de Aspártico-55 
presente en su extremo amino terminal, por medio del grupo fosfato presente en el 
residuo de histidina-243 presente en el extremo C-terminal de EnvZ (Srividhya KV. 
& Krishnaswamy S., 2004). 
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Fig. 6B: Esquema de la regulación de las porinas OmpF y OmpC en E. coli  en 
función de la osmolaridad del medio. 
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Como se esquematiza en la figura 6A, en condiciones de alta osmolaridad la 

proteína EnvZ se autofosforila en el residuo de histidina-243 situado en el dominio 

quinasa C-terminal y luego le transfiere eficientemente este grupo fosfato al 

extremo N-terminal de OmpR, en el residuo de aspartato-55, formando un 

complejo EnvZ-OmpR. Es decir que en condiciones de alta osmolaridad la activada 

quinasa de EnvZ supera a la fosfatasa y por lo tanto la concentración de OmpR-P 

aumenta. OmpR-P se une no sólo a los sitios de alta afinidad presentes en ompF 

sino también a los de baja afinidad (Fig. 6B). La interacción con estos últimos 

conducen a la represión de ompF y por lo tanto la expresión de OmpF se ve 

interrumpida. Además OmpR-P interacciona con los sitios de baja afinidad 

presentes en ompC, por lo que se ve incrementada su transcripción y por ende la 

expresión de la porina C en la membrana , en cambio cuando la osmolaridad del 

medio es baja, la actividad fosfatasa de EnvZ es superior a la actividad quinasa, en 

estas condiciones hay relativamente poca cantidad de OmpR-P en la célula, por lo 

que se unen a los sitios de alta afinidad para OmpR-P presentes en ompF, 

incrementando así su transcripción y por lo tanto la expresión de la porina F en la 

membrana externa (Nikaido H., 2003; Srividhya KV. & Krishnaswamy S., 2004). 

En cambio la regulación de la expresión de las porinas por la temperatura 

involucra otro mecanismo, en condiciones de alta temperatura se produce un 

incremento en la transcripción de un ARNm denominado micF, este ARN es 

complementario al ARNm que codifica a la porina OmpF, por lo que al unirse a él, 

se inhibe la traducción y por ende no se sintetiza la OmpF. Aunque micF también 

se encuentra incrementado en condiciones de estrés oxidativo y en presencia de 

salicilato. 

En el intestino E. coli además de la osmolaridad se enfrenta a un ambiente de 

anaerobiosis, por que lo se observó que esta última modifica la osmoregulación de 

las porinas OmpF y OmpC.  En condiciones de anaerobiosis la OmpC se expresa 

en mayor nivel aún cuando sea baja osmolaridad del medio, sin embargo en la 

represión de la porina F la actividad osmótica juega un papel más importante que la 

que desempeña la anaerobiosis. Esta regulación se produce también por la 

activación de OmpR, pero por otra proteína “AcrB” cuya funciones es registrar las 

condiciones de anaerobiosis del medio (Nikaido H., 2003; Matsubara M. y cols., 

2000) y así permitir a la bacteria crecer en diferentes condiciones ambientales 

desfavorables. 
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En cuanto al pH del medio, podemos observar que cuando es ácido, 

aproximadamente 5,2, la producción de OmpF se reprime y se incrementa la de 

OmpC. Esta regulación es muy compleja y depende también de la fuente de 

carbono del medio, se supone que el mecanismo también es por medio de la 

fosforilación de OmpR en este caso por el acetil fosfato. Si bien la porina OmpC 

tiene un poro un tanto menor que el de la porina F, no debería suponer mucha 

diferencia en el influjo de protones, lo que se supone es los protones que ingresan 

serían neutralizados en el periplasma por medio del γ-aminobutirato un compuesto 

que proviene de la decarboxilación del glutamato en el citoplasma, y que actuaría 

como buffer, entonces el papel de la porina C sería el de retener a estos protones en 

el periplasma (Nikaido H., 2003).  

También cabe hacer mención a otros sistemas que se describen en la bibliografía 

que también intervienen en la regulación de OmpF y OmpC. Recientemente se 

describió un sistema de dos componentes CpxA-CpxR que regula la expresión de 

porinas, este sistema responde a las diferentes condiciones asociadas al estrés que 

sufre de la envoltura celular, tal como pH alcalinos y superproducción de proteínas 

secretadas y también a la adhesión de células a las superficies. La regulación de la 

expresión de las porinas asociadas al estrés de la envoltura también esta controlado 

por otro factor independiente denominado σE. Mientras que la activación de σE 

disminuye la expresión de ompF y ompC, la activación del operón Cpx resulta en 

una disminución en la expresión de ompF y un incremento en la expresión de 

ompC (Batchelor E. y cols., 2005). 

Asimismo se observó que la síntesis de porinas se veía influenciada por la 

presencia de diferentes compuestos químicos presentes en el medio, el más 

conocido es el salicilato (Rosner JL. y cols., 1991), aunque se han caracterizado 

otros como diazepam, antimicrobianos, etc. (Tavío MM. y cols., 2004), pero se sabe 

que la regulación de las porinas en estos casos es porque se están involucradas 

alguna de las proteínas regulatorias que pertenecen a la familia XylS-AraC de 

activadores transcripcionales como son MarA, SoxS y Rob. Este mecanismo será 

comentado en el capítulo de mecanismos intrínsecos de resistencia: operón 

marRAB. 
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Papel de OmpF en la resistencia a antimicrobianos en E. coli:  
Como se mencionó anteriormente los solutos hidrofílicos atraviesan la 

membrana externa por medio de las porinas, preferentemente por OmpF. Como 

norma general se considera que un tamaño voluminoso, la carga negativa y un 

aumento de la hidrofobicidad retrasan la penetración de los antibacterianos en los 

microorganismos gram negativos a través de los canales de las porinas (Hancock R., 

1987). Por otro lado, las moléculas hidrofóbicas parecen utilizar una ruta 

alternativa de difusión a través de lipopolisacáridos (Chapman JS, 1988;  Nikaido 

H., 1993). 

Algunos autores han demostrado que la hidrofobicidad de los compuestos 

parece tener relevancia tanto en gram positivos como en gram negativos, mientras 

que el elevado peso molecular es un factor limitante sólo para los microorganismos 

gram negativos, además la velocidad de difusión de estos antibacterianos a través 

de OmpF, varía con la distribución de la carga en la molécula del antimicrobiano 

(Bazile S., 1992). 

Por lo que la ausencia o disminución de OmpF en la membrana externa de E. 

coli contribuye a disminuir la sensibilidad de la célula bacteriana a diferentes  

antimicrobianos que utilizan como vía de entrada, tales como tetraciclinas, 

cloranfenicol, β-lactámicos, quinolonas hidrofílicas, rifampicina, aminoglicósidos, 

etc. (Cohen SP. y cols., 1988; George AM. y cols., 1995; Hooper DC. y cols., 1987; 

Nikaido H., 1989). 

 
Antibióticos β-lactámicos:  

Si se comparan las formas zwiteriónicas y monoaniónicas de cefalosporinas y 

penicilinas podemos observar que en E. coli las drogas zwiteriónicas atraviesan la 

OmpF de 50 a 60 veces más rápido que las monoaniónicas que tienen un peso 

molecular similar (Vidal S. y cols., 2005; Nestorovich EM. y cols., 2002), por eso la 

velocidad de difusión a través de OmpF es mayor para ampicilina y cefalexina 

(drogas zwiteriónicos), que para cefuroxima-cefotaxima (monoanónicos) y  

ceftazidima ( dianiónico-monocatiónico) y  ceftriaxona (dianiónico) (Nitzan Y. y 

cols., 2002). Se observó que antibióticos como ampicilina y amoxicilina 

(zwiteriónicas) poseen alta afinidad por la OmpF mientras que azlocilina, 

carbenicilina y piperacilina interaccionan débilmente con ella, por lo que tienen la 

menor velocidad de difusión a través de OmpF, y son consideradas inefectivas en 
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los tratamientos de infecciones producidas por E. coli (Nestorovich EM. y cols., 

2002; Danelon  C. y cols., 2006). Cuanto más hidrofóbico es el antibiótico β-

lactámico menos efectivo es contra E. coli. (Nikaido H. y cols., 1983). Asimismo 

muchos de los β-lactámicos penetran más rápidamente a la célula por OmpF que 

por OmpC, como es el caso de la cefoxitina (Hiraoka M., 1989). Diversos estudios 

comprueban que en las bacterias Gram negativas la alteración de la permeabilidad 

por medio de un menor influjo de antibióticos a través de las porinas es una de las 

causas de resistencia a los antimicrobianos que utilizan esta vía de ingreso como 

ser los β-lactámicos, por lo que las mutantes deficientes en la porina F 

seleccionadas en el laboratorio son de 2-4 veces más resistentes a penicilinas y 2-8 

veces a cefalosporinas (cefazolina, cefalotina, cefaloridina, cefoxitina, cefpirome) 

(Chapman J. & Georgopapadakou N., 1988; Jaffe A. y cols.,1982; Sawai T., 1982; 

Tavío MM. y cols., 1999), asimismo la pérdida de esta porina contribuye a 

incrementar la resistencia a carbapenemes como meropenem e Imipenem 

(Cornaglia G., 1992) observándose también una disminución en la sensibilidad 2-4 

veces para estos fármacos cuando E. coli pierde OmpF (Poirel L. y cols., 2004; 

Sawai T., 1982).  A su vez la carencia de la porina F ocasiona un incremento de la 

resistencia de hasta 4 veces para antibióticos monobactámicos como el aztreonam 

(Hiraoka M., 1989). Cuando OmpC y OmpF están disminuidas, las cepas de E. coli 

son hasta 32 veces más resistentes a los β-lactámicos, mientras que la pérdida de la 

porina OmpC no modifica significativamente la CMI a estos antibióticos (Jaffe A. y 

cols., 1982). 

Conviene destacar que cepas mutantes de E. coli con fenotipo de múltiple 

resistencia a antibióticos “Mar” (del inglés “multiple antibiotic resistant”) 

expresan resistencias mediadas por cromosomas a una gran variedad de 

antimicrobianos hidrofóbicos e hidrofílicos estructuralmente no relacionados. Entre 

los cambios en la membrana externa que experimentan estas cepas mutantes 

encontramos que OmpF se encuentra reducida de una manera importante. Esto 

significa que en la reducción de OmpF también intervienen mutaciones en el 

operón marRAB, que hacen que E. coli adquiera resistencia a diferentes antibióticos, 

entre ellos β-lactámicos y quinolonas. La activación de este operón lleva a que se 

produzcan resistencias cruzadas con otros antimicrobianos estructuralmente no 

relacionados. Asimismo el operon marRAB puede ser inducido por diferentes 
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compuestos como el salicilato, diazepam y benzoato de sodio entre otros, se ha 

observado que sometiendo a la cepa E. coli AG100 (OmpF +) a compuestos como 

salicilato 10mM, diazepam 0,25mM y benzoato de sodio 10mM, que son 

inductores de dicho operon, hacen que  E. coli pierda  la porina F y  el patrón se 

resistencia que obtenido es comparable al de la cepa AG112 que es una cepa 

mutante de E. coli derivada de la AG100 pero carente de OmpF (Tavío MM. y cols,  

2004).  

Quinolonas: 

Pero la pérdida de la porina F además afecta la sensibilidad de otros 

antimicrobianos, el papel fundamental que ejercen los canales de las porinas en la 

difusión de quinolonas a través de la membrana externa de las bacterias Gram 

negativas según el tamaño y la carga característica de las quinolonas hidrofílicas, 

quedó respaldado por la observación de que varios mutantes que mostraban 

resistencias a estos agentes, tenían en común la reducción del número de OmpF, lo 

que demuestra que las quinolonas hidrofílicas deben entrar en la célula bacteriana, 

al menos en parte, a través del canal de la porina OmpF. Se ha descrito que la 

pérdida de porinas contribuye a incrementar de 2 - 8 veces la CMIs (concentración 

inhibitoria mínima) para quinolonas como ácido nalidíxico, norfloxacina en cepas 

de E. coli (Tavio MM. y cols., 2004, Cohen S. y cols., 1989), aunque lo más 

frecuente es encontrar que la sensibilidad disminuye 2-4 veces respecto a la cepas 

origen (Tavío MM. y cols, 1999; Chapman J. & Georgopapadakou N., 1988). Para 

las cepas de E. coli que expresan fenotipo de múltiple resistencia a antibióticos se 

observa que la resistencia a quinolonas se incrementa de 2 a 4 veces. Las 

quinolonas son fármacos que pertenecen a un grupo de agentes antibacterianos 

sintéticos usados para el tratamiento de varios tipos de infecciones tanto en 

humanos como animales y son de uso muy frecuente en el tratamiento de 

infecciones producidas por  E. coli. 

 Estos fármacos ejercen su acción al penetrar en el citoplasma bacteriano 

mediante un mecanismo de difusión pasiva a través de los canales acuosos de las 

porinas o de la capa de los lipopolisacáridos (Nikaido H., 1993). Una vez en el 

interior de la célula actúan inhibiendo las enzimas ADN girasa y topoisomerasa IV, 

formando un complejo ternario entre quinolona, enzima y ADN  bloqueando el 

proceso de replicación del ADN (Hawkey PM., 2003) además al no poder 
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compactarse el ADN bacteriano se produce como resultado una carencia de espacio 

en el citoplasma bacteriano incapaz de contener la estructura del ADN sin enrollar.  

Si bien los niveles de resistencia a las quinolonas por alteración en la 

permeabilidad por pérdida de OmpF son bajos (Hawkey PM., 2003), suelen 

considerarse como el primer paso en una serie de eventos que llevan a que las 

cepas de E. coli  muten y adquieran valores de resistencia clínicamente 

significativos. 

 
Tetraciclina:  

La Tetraciclina es un antibiótico bacteriostático  que ejerce su efecto al poder 

unirse a la unidad 30S ribosómica y detener la síntesis proteica. Este fue uno de los 

antibióticos más usados entre los años 1950 y 1960 para tratar muchas infecciones 

producidas por bacterias gram negativas, pero hoy su uso o la de sus derivados 

están limitados puesto que se ha observado la aparición de resistencia en muchas de 

las bacterias clínicamente importantes. 

Este antibiótico es de carácter lipofílico e ingresa a la célula asociado a iones 

magnesio por difusión a través de OmpF, en el espacio periplásmico se disocia de 

dicho ión liberando a la molécula de tetraciclina sin carga, un compuesto poco 

hidrofílico que es capaz de difundir por la membrana citoplasmática para llegar a 

su sito de acción (Chopra I. & Roberts M., 2001). Por lo que uno de los 

mecanismos de resistencia es por la alteración de la OmpF limitando así el alcance 

de su sitio blanco. Diferentes estudios demuestran que la pérdida de esta porina en 

cepas de E. coli disminuye la sensibilidad de 4 a 16 veces  para la tetraciclina 

(Speer B. y cols., 1992; Thanassi D. y cols., 1995) mientras que otros trabajos 

describen  que el incremento en la resistencia es de 2 veces (Sawai T., 1982; Tavío 

MM. y cols., 1999). 

 
Cloranfenicol: 

El cloranfenicol es otro fármaco que inhibe la síntesis proteica, éste se une e a 

la subunidad 50S ribosómica, las cepas de E. coli con fenotipo de múltiple 

resistencia a antibióticos que pierden la porina F también manifiestan resistencia 

cruzada a este fármaco viéndose disminuida la sensibilidad de 4 a 8 veces en 

comparación con la cepa origen (Cohen S. y cols., 1988). 
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La pérdida de la porina F en las cepas con fenotipo de múltiple resistencia a 

drogas, contribuye a incrementar la resistencia a diversos antibióticos como β-

lactámicos, tetraciclina, cloranfenicol, ácido nalidíxico, a otras quinolonas, 

rifampicina, puromicina, etc., que ingresan a la célula preferentemente difundiendo 

por esta porina, sin embargo hay que tener presente que en estas cepas además la 

resistencia se debe a que se hiperexpresan diferentes sistemas de eflujo que expelen 

al exterior muchos de estos fármacos. 

Asimismo las cepas de E. coli pueden expresar simultáneamente varios 

mecanismos de resistencia, teniendo entonces que evaluar el aporte de los otros 

mecanismos en el desarrollo de esta múltiple resistencia a antibióticos, como por 

ejemplo las producción de enzimas β-lactamasas, la modificación de las Proteínas 

de unión a penicilina (PBPs), la expresión de diferentes sistemas de eflujo activo, 

etc. 

 
2.4.2.2- TolC  
Es una porina de membrana externa, implicada en una amplia variedad de 

funciones como influjo de colicin, secreción de α-hemolisina y de factores de 

virulencia (Baucheron S. y cols., 2005; Sharff A. y cols., 2001), se la involucra en el 

transporte de las enterotoxinas  estables al calor  STI y STII  de E. coli (Yamanaka 

H., 2001) así como en el eflujo de compuestos tóxicos para la bacteria como son 

los antimicrobianos (Sharff A., 2001) y en la regulación de porinas, además se 

postula que podría estar involucrada en la división cromosómica y en el súper 

enrollamiento del ADN. (Augustus A. y cols., 2005, Greg G. & Rajeev M., 2001). 

TolC estructuralmente, es un homotrímero, que a diferencia de OmpF y 

OmpC, forma un solo canal o túnel que permite el paso de moléculas de mayor 

diámetro, hasta los 35 Å aproximadamente (Augustus A. y cols., 2005). TolC posee 

dos dominios separados, el segmento insertado en la membrana externa está 

compuesto por cadenas β mientras (40 Å) y la región que se extiende dentro del 

periplasma consiste primariamente por 12 α-hélices  por monómero (100 Å) (Touzé 

T. y cols., 2004; Koronakis V., 2003). Ambos dominios forman un poro de 140 Å, y 

a diferencia de las porinas cada monómero constituye 1/3 de la estructura. (Fig. 7) 

(Koronakis V., 2003; Eswaran J., 2004). Se ha caracterizado un dominio ecuatorial 

por medio del cual interacciona con la proteína periplasmática cuando forman los 

complejos proteicos de expulsión activa de compuestos tóxicos (Andersen C. y 
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cols., 2001)  En la tabla 2 se enumeran algunas de las características estructurales 

de TolC en comparación con OmpF y OmpA. 

Se ha demostrado que TolC es un componente indispensable para la actividad 

de la principal bomba de eflujo en AcrAB en E. coli, pero se presupone que esta 

porina no sólo interaccionaría con este sistema, sino que estaría involucrada en la 

interacción con diferentes tipos de translocasas de membrana interna dependiendo 

del sustrato que deba ser expulsado (Recio-Fernández J. y  cols., 2004).  

En E. coli los 5 sistemas RND (familia Resistencia-Nodulación-División): 

AcrAB, AcrEF, AcrD, MdtEF, MdtABC necesitan de TolC para sus funciones, 

como así también los dos sistemas MFS (Superfamilia Facilitadores Mayores): 

EmrAB, EmrKY y un sistema de eflujo de la familia ABC (ATP dependiente): 

MacAB (Michán C. y cols., 2003; Nishino K. y cols., 2003). Ver capítulo de 

Sistemas de Eflujo: papel de TolC y sistemas de eflujo en la resistencia a múltiples 

antibióticos. 

En la tabla 1 se muestran algunos de los sistemas de eflujo de E. coli que 

interaccionan con la porina TolC y los sustratos correspondientes (Koronakis V. y 

cols., 2004). 

TolC podría ser un blanco en el desarrollo de inhibidores de sistemas de 

eflujo para bacterias patógenas resistentes a múltiples antibióticos (Baucheron S. y 

cols., 2005). 

 

Tabla 1: Sistemas de eflujo dependientes de TolC en Escherichia coli. MI: 
membrana interna, ME: membrana externa (Koronakis V. y cols., 2004) 
 

 
SUSTRATOS 

 

SISTEMA DE EFLUJO 
( PROTEÍNAS DE ME Y 

MI) 
Acriflavina, azitromicina, β-lactámicos, sales biliares, 

Colato, Cloranfenicol, Cristal Violeta, Ciprofloxacina, 

Desoxicolato, bromuro de etidio, eritromicina, Ácidos 

grasos, fluoroquinolonas, ácido fusídico, ácido 

Nalidíxico, Novobiocina, Rifampicina, Tetraciclina, 

SDS, Triton X-100 

AcrAB (RND)/TolC 

AcrEF (RND)/TolC 
 

Cationes lipofílicos, CCCP, ácido Nalidíxico EmrAB (MFS)/TolC 
Macrólidos MacAB (ABC)/TolC 
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TolC OmpF 

Hélices α 
≈ 100 Å 
 

Dominio β 
≈ 40 Å ME 

Dominio  
Ecuatorial 

 

OmpF TolC 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 
Fig. 7: Estructura de las porinas TolC y OmpF en E. coli (Koronakis V., 2003) 
ME: membrana externa. 
 

 
Tabla 2: Propiedades estructurales de  TolC, OmpF y OmpA en E. coli.  pS: 
conductancia en picoSiemens medida con 1M KCl o NaCl; n/a: no analizado 
(Koronakis V., 2003) 
 

Propiedades      TolC  OmpF     OmpA 

Largo ( Å) 14 35 57 

Radio (Å) 17,5 15,5 13 

Número de poros 1 3 n/a 

Número de monómeros 3 3 1 

Cadenas β por monómero 4 16 8 

Conductividad (pS) 80 840 n/a 
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TolC y  el papel en la tolerancia a los solventes orgánicos  
Desde la revolución industrial la producción y uso de químicos se ha 

incrementado notablemente. Como consecuencia, se sintetizaron diferentes 

productos  y químicos como herbicidas, insecticidas que se han introducido en el 

medio ambiente. Otros productos son los solventes orgánicos o combustibles que 

llegan a la biosfera por pérdidas durante al almacenaje, accidentes o por medio de 

la evaporación de los mismos. Todos estos compuestos tienen efectos tóxicos o 

carcinogénicos.  

La toxicidad de un solvente se correlaciona con el logaritmo del coeficiente 

de partición del solvente en una mezcla octanol-agua (logPow). Solventes con un 

logPow  menor a 4, como el benceno, tolueno, octanol, xileno y estireno son 

extremadamente tóxicos para los microorganismos, pues estos se acumulan en la 

membrana citoplasmática y alteran la estructura de la misma. La principal función 

de la membrana es actuar como barrera de permeabilidad, regulando el pasaje de 

los solutos entre la célula y el medio externo, y es importante también en la 

transducción de energía. Los solventes orgánicos dañan la membrana perjudicando 

funciones vitales, como ser pérdida de iones, metabolitos, lípidos, proteínas, 

disipan también el gradiente de pH y el potencial eléctrico y además inhiben la 

función de diversas proteínas de la membrana. 

Pero la toxicidad de un solvente no sólo depende de la toxicidad inherente del 

mismo, sino también de la tolerancia intrínseca que poseen las diferentes especies y 

cepas bacterianas. Por ejemplo la mayoría de los microorganismos son sensibles a 

los solventes con logPow entre 2 y 3.3, sin embargo existen cepas de Pseudomonas 

que son resistentes a altas concentraciones de solventes como tolueno, xileno y 

estireno. (Koronakis V. y  cols., 2004). 
 

Eflujo activo de compuestos tóxicos por procesos dependiente de energía:  

Los microorganismos han desarrollado diferentes mecanismos para expulsar 

y detoxificar a las células y así poder subsistir ante situaciones de estrés como es la 

de crecer en un medio que contiene solventes orgánicos. Un grupo importante de 

estos mecanismos comprometen a los sistemas de eflujo de múltiples drogas 

(MDR). Dentro de los MDR, los sistemas de eflujo pertenecientes a la familia RND 

son cruciales para la tolerancia a los solventes orgánicos. 
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Las cepas de E. coli son en general muy sensibles a la mayoría de los 

solventes orgánicos, y la mayoría de ellas sólo sobreviven en presencia de 

solventes con un  logPow mayor o igual a 4, como el hexano (Koronakis V. y cols., 

2004). 

Muchos de los estudios utilizan a la cepa JA3100 de E. coli (genotipo: F- leuB 

trpC thr lac thi rpsL hsdS) como cepa origen, esta cepa puede tolerar el  hexano 

pero no puede crecer en presencia de ciclohexano, además la expresión de la OmpF 

en su membrana no esta sujeta a la osmoregulación por cloruro sódico (Asako y 

cols., 1997; Aono  R. y cols., 1998).  En estos trabajos se observó que cepas de  E. 

coli JA3100 resistentes a ampicilina y cloranfenicol mostraban también tolerancia 

al ciclohexano (LogPow 3.44). Estos resultados fueron los primeros indicios de la 

correlación existente entre la múltiple resistencia a antibióticos y la tolerancia a 

solventes orgánicos (Ramos J. y cols., 2002). Asimismo se realizaron diferentes 

estudios con cepas de E. coli resistentes a solventes orgánicos, que mostraron ser a 

su vez mutantes con fenotipo Mar (múltiple resistencia a antibióticos), algunas de 

ellas con mutaciones en marR (Hayashi S. y cols., 2003). En estas cepas la 

hiperexpresión del operón marRAB, produce a un aumento en la síntesis de la 

proteína MarA, que como se describirá posteriormente produce una disminución en 

la síntesis de la porina F (OmpF) y a un incremento en la expresión de sistemas de 

eflujo, entre ellas AcrAB (Oethinger M., 1998). Pero a pesar de que los niveles de 

OmpF disminuyen en las cepas mutantes Mar, éstos no están relacionados con la 

tolerancia a solventes orgánicos (Asako H., 1999). 

Se observó que la exposición de E. coli a compuestos inductores del operón 

marRAB como el salicilato o a compuestos cíclicos redox inductores del sistema 

soxRS también incrementan la tolerancia a solventes orgánicos (Asako H. y cols., 

1997), asimismo en otros estudios se observó que la sobre-expresión de los genes 

marA, soxS y robA en cepas de E. coli hipersensibles con deleción del locus mar, 

restablecía la tolerancia al hexano y permitía su crecimiento en presencia de dicho 

solvente (White D. y cols., 1997). Se puede deducir entonces que la hiperexpresión 

de los genes marA, soxS y robA en cepas de E. coli además de generar resistencia 

de bajo nivel a múltiples antibióticos, están implicados de alguna manera en la 

tolerancia al ciclohexano. En estas cepas se pudo observar también que se regulaba 

positivamente el gen tolC (Aono R. y cols., 1998) relacionándose la sobre expresión 

de AcrAB-TolC con la resistencia a los solventes orgánicos (Hayashi S., y cols., 
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2003; Aono R. y cols., 1998; Kobayashi K., 2001). En estudios más recientes se ha 

establecido que los diferentes sistemas de eflujo que interaccionan con TolC son 

los que están involucrados en la tolerancia a los solventes orgánicos donde TolC 

sería el elemento indispensable (Tsukagoshi N & Aono R., 2000).  

Si bien TolC es el componente esencial en la maquinaria responsable de la 

tolerancia a solventes orgánicos, el incremento en la expresión de esta porina en la 

membrana externa por si solo no es efectivo, puesto que la tolerancia a los 

solventes orgánicos es un proceso dependiente de energía, se deben expresar 

además las otras proteínas (traslocasas y de fusión) para formar bombas de eflujo 

similares al complejo  AcrAB-TolC (Aono R. y cols., 1998). 

Los tres activadores transcripcionales MarA, SoxS y Rob pueden 

independientemente producir tolerancia a los solventes orgánicos en cepas de E. 

coli, pero todos requieren de AcrAB-TolC (White D. y cols., 1997). 

Debido a la estrecha relación que existe entre la tolerancia a los solventes 

orgánicos y el incremento en el eflujo, es que la tolerancia a solventes puede ser 

usarse como un marcador orientativo de la presencia de cepas con fenotipo de 

múltiple resistencia a antibióticos  (Aono R. y cols., 1998), asimismo como TolC es 

indispensable para que se manifieste la tolerancia al ciclohexano, esta medida 

además sirve como marcador orientativo de la hiperexpresión de esta porina de 

membrana externa. 

Pero cabe mencionar a los otros mecanismos propuestos en la bibliografía que 

pueden estar involucrados en  la tolerancia a los solventes orgánicos: 

• Biotransformación 

• Rigidificación de la membrana celular 

• Alteración de la superficie celular 

• Formación de vesículas 

1-Biotransformación: Es decir el metabolismo de los compuestos tóxicos en otros 

que posean menor toxicidad. A pesar de que por medio de este mecanismo se 

pueda reducir la toxicidad de un compuesto, es la de menor importancia, pues se ha 

visto que un número importante de los microorganismos tolerantes no pueden 

metabolizar estos compuestos. 
2-Rigidificación de la membrana celular: Por alteración de la composición 

fosfolipídica. La fluidez de la membrana de la bacteria se ve afectada por la 
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presencia de estos solventes, por lo que se ponen en marcha diferentes respuestas 

para tratar de reducir estos efectos, una de ellas es la isomerización  cis a trans de 

los ácidos grasos insaturados, llevada a cabo por una enzima isomerasa. Esta 

constituye una respuesta a corto plazo. La respuesta a largo plazo involucra 

incrementos  en el porcentaje de ácidos grasos saturados con respecto a los 

insaturados. Como consecuencia de estas dos respuestas la membrana tiende a 

hacerse mas densa y compacta. Pero estos mecanismos constituyen más un 

mecanismo global de defensa que una estrategia específica para tolerar los 

solventes orgánicos. Además cepas de Pseudomonas no alteran el porcentaje de 

ácidos grasos saturados-insaturados en presencia de solventes orgánicos. 

También pueden alterarse las cabezas polares de los fosfolípidos para alterar la 

rigidez de la membrana. Aunque este último mecanismo esta menos estudiado. 

3-Alteración de la superficie celular: Haciendo la célula menos permeable. El 

lipopolisacárido (LPS) es el principal constituyente de la membrana externa de las 

bacterias gram negativas y es considerado un mecanismo de defensa. In vitro se 

observó que la adición de iones magnesio y calcio a medios de crecimiento que 

poseían solventes orgánicos aumentaba la sobrevida de las bacterias presentes. Se 

presupone que estos cationes divalentes unen electrostáticamente a moléculas de 

LPS polianiónicas y así reducen la repulsión electrostática, generando una 

membrana más rígida y más compacta. Sin embargo no hay evidencia concluyente 

de que el LPS  reduce el acceso de los solventes orgánicos al interior celular. 

4-Formación de vesículas: Que remuevan dichos solventes. Recientemente se ha 

citado que capas de Pseudomonas sp. tolerantes producen vesículas cuando son 

expuestas a tolueno. Se postula que estas vesículas son una respuesta específica 

para remover el tolueno de las cepas. Las vesículas consisten en fosfolípidos, LPS, 

y pequeñas cantidades de proteínas. Sin embargo aún no hay certeza de que la 

función de estas vesículas sea la de expulsar los solventes del citoplasma de dichas 

cepas. 
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2.4.2.3-Proteínas de canal específico 
Además de los canales inespecíficos formados por las porinas, la membrana 

externa contiene canales formados por otras proteínas que constituyen sistemas de 

transporte específicos  de alta afinidad para que las moléculas de mayor tamaño 

puedan difundir a través de la membrana. En la tabla 3 se exponen las más 

importantes en  las cepas de E. coli (Nikaido H. & Vaara M., 1985; Stanier RY. y 

cols, 1991; Nikaido H., 2003). 

LamB es una proteína transmembrana con un peso molecular de 47,4 kDa. Su 

composición en aminoácidos no es particularmente hidrofóbica y al igual que las 

porinas forma trímeros estables con estructura de hoja β con una asociación no 

covalente al peptidoglicano (Nikaido H., 1992). E. coli necesita de estos 

transportadores puesto que la velocidad con la que los  nutrientes ingresan  a la 

célula  a través de las porinas OmpF y OmpC es directamente proporcional a la 

concentración del nutriente en el medio, y si la concentración es baja como sucede 

con la maltosa el ingreso es mínimo, por lo que este azúcar comenzará a degradarse 

en el intestino por las amilasas presentes. Por medio de estos transportadores 

específicos E. coli es capaz de incorporar a la célula fuentes de carbono 

importantes. LamB le confiere a E. coli no sólo la incorporación específica de 

maltosa sino que facilita el influjo de una gran variedad de carbohidratos cuando 

éstos existen en bajas concentraciones en el medio ambiente. 

Un homólogo de LamB es ScrY, codificado por plásmidos que permite a las 

cepas de  E. coli y Salmonella la utilización de sucrosa como fuente de carbono. 

Pero como siempre estos transportadores permiten el paso de más azúcares además 

de la sucrosa, como glucosa, fructosa, arabinosa, maltosa, lactosa, rafinosa y 

maltodextrinas. 

Otros canales específicos que encontramos en E. coli son los Tsx (receptores 

del fago T6). Está pequeña proteína produce al ingreso de nucleósidos a la célula. 

La FadL en  E. coli es aparentemente monomérica de mayor tamaño y se identificó 

como una proteína de membrana externa necesaria para la utilización de ácidos 

grasos de cadena larga como fuente de carbono. 

Los sideróforos o la vitamina B12 son compuestos demasiado grandes como 

para pasar por el poro de las clásicas porinas de E. coli, por lo que estos 
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microorganismos utilizan para ello un sistema de transportadores denominados 

TonB (Koebnik R. y cols., 2000, Higgs P. y cols., 2002). 
 
Tabla 3: Resumen de las características estructurales y funcionales de algunas de 
las porinas canal específico más importantes en E. coli.  
 

Estructura y función proteína Especie bacteriana 

•Específica para la entrada de 
maltosa y maltodextrinas 
•Maltoporina inducida por maltosa 
•Lugar de absorción del fago λ 
•Diámetro d poro: 1,4 nm PM = 47 
kDa 

 
 

LamB 
 

•Específica para la entrada por 
difusión de nucleósidos.  
•Lugar de absorción del fago T6 

 
Tsx 

 

•Específica para la entrada por 
dilución de ferricromo. 
•Lugar de absorción de los fagos T1 
y T5 
 

 
 

TonB 
 ( FhuA) 

 

 
 
 
 

 
 

Escherichia coli 

 
 

2.4.2.4- OmpA 
OmpA es otra proteína 

monomérica (Fig.8) transmembrana 

muy abundante en la membrana 

externa, aproximadamente 100.000 

copias por célula. Posee dos  

dominios, el N-terminal para 

anclarse a la membrana y el C-

terminal de localización periplásmica 

(Koebnik R. y cols., 2000). 

OmpA 

No es una porina y no parece 

tener las funciones que normalmente se le atribuyen a ellas , pero no ha sido 

definida con claridad su función fisiológica, sin embargo las cepas mutantes que 

carecen de esta proteína producen una membrana externa más frágil e inestable, por 

lo que parece que OmpA contribuye de algún modo a mantener la integridad 

Fig.8: Estructura de la OmpA en cepas de  
E. coli. Modificado de Bond PJ y Mark S. 
P. Sansom, 2004.
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estructural de la membrana externa y por ende estabiliza la forma de la bacteria 

(Nikaido H., 1991; Viveiros M., 2007 ), puesto que aparentemente hace de unión 

entre la esta y la capa de peptidoglicano. 

Además parece ser necesaria en la conjugación mediada por el plásmido F 

para estabilizar el conjunto. No obstante la proteína OmpA inhibe la conjugación 

cuando se añade conjuntamente con el LPS. Se piensa que funciona como receptor 

para los fagos K3, M1, Ox2, TuII. 

Cuando la proteína OmpA de E. coli se calienta a 100 ºC, en presencia de 

SDS, su peso molecular aparente en geles de electroforesis de SDS-poliacrilamida 

se incrementa desde 28 kDa a 32 kDa. La adición de LPS a la OmpA calentada 

causa su renaturalización en la forma compacta y de migración rápida; aunque el 

LPS no es absolutamente necesario en este proceso puesto que el mismo fin se 

consigue en presencia de 0,3 M de NaCl. 

En la proteína OmpA de E. coli la secuencia de residuos de aminoácidos de la 

posición 176 a 187 es la siguiente: Ala-Pro-Val-Val-Ala-Pro-Ala-Pro-Ala-Pro-Ma-

Pro, la cual es muy semejante a la de la región “bisagra” de las inmunoglobulinas 

(Nikaido H. & Vaara M., 1985).  

La proteína de membrana externa integral X (OmpX) de E. coli proviene de 

una familia altamente conservada de proteínas que promueven la adhesión y 

entrada de la bacteria a las células de mamíferos. Estas proteínas tienen un rol en la 

resistencia en contra del ataque del sistema de complemento humano. Estudios de 

su estructura cristalina muestran que tiene una misma topología beta-plegada de 

OmpA, aunque hay diferencias en el número de puentes de hidrógeno internos y su 

disposición (Vogt J. & Schulz G. ,1999). También se le asocia un papel en la 

reasistencia antibiótica, puesto que se observó que la sobre expresión de OmpX en 

E. coli y Enterobacter aerogenes condujo a una reducción de la expresión de las 

porinas principales, y por ende se encontró disminuida la susceptibilidad a los 

antibióticos β-lactámicos y otros antibióticos (Dupont M. y cols., 2004; Viveiros M., 

2007). 

En la tabla Nº 4 se comparan algunas características de  OmpA con al  OmpF 

y OmpX de  E. coli.  
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Tabla 4: Análisis comparativo entre OmpA y otras porinas de E. coli (Koebnik R.  
y cols., 2000). ME: membrana externa, PG: peptidoglicano. 
 

 
proteína 

 

 
OmpA 

 

 
OmpX 

 

 
OmpF 

 

Función 
 

 
unión física 

entre la ME y el 
PG 

 

neutralización de 
las defensas del 

huésped 

 
difusión de iones y 

otras moléculas 
pequeñas 

 
 

Bacteriófagos 
 

K3, M1, Ox2, 
TuII - K20 

 
Bacteriocinas 

 
Colicin K 
colicin L - Colicin N 

 
estado 

oligomérico 
 

monómero monómero homotrímero 

 
Tamaño del 
dominio de 
membrana 

 

171 residuos 148 residuos 340 residuos 

 
Número de 
cadenas β 

transmembrana 
 

8 8 16 

 
 
2.4.3-Papel de la membrana externa en la permeabilidad y 
esistencia a antimicrobianos r

 
Una de las funciones más importantes que tiene la membrana externa es la de 

barrera protectora, evitando o disminuyendo la entrada de sales biliares, 

antibióticos y otras sustancias tóxicas que podrían destruir o lesionar la bacteria, 

pero también es más permeable a moléculas pequeñas como glucosa y otros 

monosacáridos, y esto se debe a la presencia de las porinas. La membrana externa a 

su vez evita la pérdida de constituyentes como las enzimas periplásmicas. 

Algunos antimicrobianos, los de carácter más hidrofílico, como los β-

lactámicos,  pueden ingresar a la célula por difusión pasiva a través de las porinas, 

otros utilizan mecanismos de difusión facilitada y además existe un tercer sistema 

de penetración de sustancias llamado mecanismo de penetración autoactivada, que 

involucra compuestos policatiónicos, como los aminoglicósidos, las polimixinas y 

los péptidos policatiónicos naturales, éstas moléculas interactúan con los sitios de 

unión de los cationes divalentes situados en la superficie de las moléculas del LPS 
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y, debido a que tienen una afinidad por estos sitios de 2 a 4 veces mayor que la de 

dichos cationes, los desplazan competitivamente de su sitio. Esto induce una 

distorsión de la estructura de la membrana externa y la consecuente 

permeabilización de dicha membrana para una amplia variedad de compuestos, 

incluyendo moléculas hidrófobas, diversos antibióticos e incluso la lisozima 

(Hancok R., 1997; Nguyen Van JC. &  Gutmann L., 1994).  

Pero en la permeabilidad además están involucrados otros factores como la 

carga iónica del compuesto, la hidrofobicidad así como también el potencial de la 

membrana:  

El efecto de la carga iónica  es importante para la difusión a través de la 

membrana. Se ha descubierto que los solutos con carga negativa, atraviesan los 

canales de las porinas OmpF y OmpC de E. coli mucho más lentamente que las 

sustancias catiónicas; sin embargo, ocurre todo lo contrario al atravesar la porina 

PhoE, cuya producción está inducida por la carencia de fosfato. (Nikaido & Marti 

Vaara, 1985). 

Con respecto al efecto de la hidrofobicidad se ha llegando a la conclusión 

de que la permeabilidad está en relación inversa a la hidrofobicidad del soluto. Es 

decir que cuanto más hidrofóbica es la sustancia, menor es la permeabilidad a 

través de la membrana. La relación varía, por supuesto, dependiendo del tamaño de 

la molécula, del tipo de porina y diámetro de su canal, de la especie bacteriana, e 

incluso de si la porina en cuestión pertenece a una célula viva o a un liposoma 

(Nikaido H. & Vaara M., 1985). 

El efecto del campo eléctrico es interesante, pues se ha observado que 

aplicando diferencias de potencial de 130-140mV a membranas planas 

reconstituidas a partir de membranas externas, se puede conseguir el cierre de todos 

los canales de porinas, lo que indica que dicho canal está controlado por voltaje 

como en las porinas mitocondriales, también conocidas como VDAC (voltage-

dependent anion channel) (Nikaido H.  & Vaara M., 1985). 

La alteración de la permeabilidad de la membrana externa las cepas de E. coli 

pueden adquirir resistencia a diversos compuestos entre ellos los antimicrobianos y 

así aumentar su supervivencia en ambientes de hostilidad. Uno de los mecanismos 

de resistencia es el de disminuir la entrada de estos agentes a la célula, de manera 

que no puedan interaccionar con su sitio de acción y así no ejerzan su efecto. Como 

se mencionó anteriormente los compuestos más hidrofílicos utilizan las porinas 
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como vía de ingreso, por ende varios géneros de enterobacterias como resultado de 

la terapia clínica con estos antimicrobianos seleccionan cepas mutantes deficientes 

de porinas (Cohen SP. y cols., 1989; Everett JM. y cols., 1996; Heisig P. y cols., 

1996;  Hirai K. y cols., 1986;  Hirai K. y cols., 1986;  Hooper DC. y cols, 1986;  

Jacoby GA. & Sutton L., 1985;  Mortimer P. & Piddock L., 1993), asimismo la 

bacteria puede expresar sistemas de expulsión activa que ayudan a expeler a los 

antimicrobianos que ingresan a la célula por las otras vías.  Estos sistemas están 

formados por 3 proteínas, una de ellas en la membrana citoplasmática que actúa 

como bomba energética de baja especificidad, otra es una proteína de membrana 

externa (OMP) generalmente TolC y el tercer componente es una proteína 

periplásmica cuya función es la de unión o interacción  entre las dos primeras. Por 

medio de estos sistemas de eflujo la bacteria puede adquirir resistencia a múltiples 

antibióticos como las fluoroquinolonas muy usadas en la terapéutica medica, pero 

estas bombas no sólo expelen al exterior antimicrobianos sino también otros 

compuestos que puedan ser tóxico para la célula como son los solventes orgánicos 

(ciclohexano), colorantes, desinfectantes, etc. 

Como podemos observar la membrana externa esta íntimamente relacionada 

con los sistemas que la bacteria pone en juego para poder evadir la terapéutica 

antimicrobiana, así como para aumentar su supervivencia en ambientes en donde 

las condiciones externas les son desfavorables. Estos mecanismos serán 

comentados con más detalles en los capítulos sucesivos. 
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         MECANISMO DE RESISTENCIA A 

 ANTIMICROBIANOS - GENERALIDADES  

 
3.1 Introducción 

3.2 Tipos de resistencia 

      3.2.1- Resistencias cromosómicas 

      3.2.2- Resistencias extracromosómicas 

3.3 Mecanismos generales  de resistencia a antimicrobianos 

3.3.1- Clasificación general de los antimicrobianos 

      3.3.2- Inactivación del antibiótico 

      3.3.3- Alteración de las barreras de permeabilidad  

                (Entrada disminuida) 

      3.3.4- Incremento en el eflujo activo de los antimicrobianos 

      3.3.5- Alteración de la diana o lugar de acción del antibiótico 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
3.1 Introducción: 

En la segunda mitad de este siglo, el uso de agentes antimicrobianos ha 

contribuido sustancialmente a reducir la morbilidad y mortalidad de las 

enfermedades infecciosas; sin embargo, la selección de bacterias con resistencia 

natural y la adquisición y diseminación de mecanismos de resistencia por parte de 

cepas inicialmente sensibles a estos fármacos ha contribuido al aumento continuo 

de la prevalencia de microorganismos resistentes. 

La resistencia a los antimicrobianos puede ser definida como una “condición 

microbiológica caracterizada por la capacidad natural o adquirida, por parte de una 

cepa bacteriana de permanecer refractaria a los efectos bactericidas o 

bacteriostáticos de un antimicrobiano”. En los bacilos gram-negativos es un motivo 

de gran preocupación puesto que la aparición de resistencias a los antimicrobianos 

es muy rápida, incluso a los más modernos como cefalosporinas de tercera y cuarta 

generación y fluorquinolonas, todos ellos muy usados en los tratamientos 

farmacológicos de las infecciones producidas por estos microorganismos (Philipon 

A. y cols., 1990). 
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3.2 Tipos de resistencia bacteriana a antimicrobianos: 
La resistencia bacteriana a antimicrobianos puede ser inducida o favorecida por 

factores ambientales o deberse a causas dependientes del microorganismo: 

- Resistencia ambiental o resistencia fenotípica: es la debida a factores físico-

químicos que pueden determinar que un antimicrobiano sea inactivo frente a una 

bacteria; así por ejemplo las concentraciones altas de NaCl favorecen la expresión 

de resistencia de estafilococos a isoxazolpenicilinas. Un cambio fenotípico implica 

a la mayoría de las células y no es hereditario. 

La resistencia mas importante se debe a causas exclusivamente del microorganismo 

(Resistencia genotípica) entre ella podemos distinguir: 

- Natural o intrínseca: es la que presentan algunas bacterias de forma  

preestablecida. 

- Adquirida: es la debida a modificaciones en la carga genética de la bacteria y 

que puede aparecer tanto por mutación cromosómica como por fenómenos de 

transferencia de material genético por medio de plásmidos, transposones o 

integrones (Dámaso D., 1990; Méndez García J., 1996). 

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos puede resultar de la alteración 

de la información genética endógena (mutación) o de la adquisición de información 

genética exógena. 

3.2.1-Resistencias cromosómicas 
Mutación:  

Puede definirse como cualquier cambio de bases en la molécula de ADN. Se 

da en muy pocos individuos de la población y es letal o hereditaria, ocurre de 

forma espontánea, es persistente y puede ser inducida por agentes (mutágenos) 

físicos, como la luz UV o los rayos X, o por mutágenos (García Rodríguez JA. & 

Muñoz Bellido JL., 1996). Las mutaciones pueden ser puntuales, cuando se 

producen como resultado de la adición o pérdida de uno o más nucleótidos en un 

gen. Esto se traduce por la adición o pérdida de uno o más pares de bases y el 

corrimiento del marco de lectura durante la síntesis proteica, lo cual conduce 

generalmente a proteínas no funcionales. 

Las mutaciones espontáneas suelen tener un índice bajo de aparición, del 

orden de un individuo por cada 109-1010 (Andersson DI. & Hughes D., 1996; Drake 

JW. y cols., 1998). La selección de estos mutantes puede realizarse in vitro 
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sometiendo a una población inicial, formada por un número elevado de células 

sensibles y otro discreto de mutantes resistentes, a la acción de un quimioterápico a 

una concentración determinada. Bajo estas circunstancias, las células sensibles 

quedarán inhibidas o morirán, mientras que las resistentes a esa concentración 

sobrevivirán y se multiplicarán libremente, dando lugar a una población resistente; 

ésta puede ser homogénea, si todas ellas tienen el mismo grado de resistencia, o 

heterogénea si está formada por clones con distintos grados de la misma. 

Normalmente las resistencias iniciales son de bajo grado, denominándose 

mutantes primarias; si estas se enfrentan a concentraciones progresivamente 

elevadas del antimicrobiano se seleccionarán mutantes secundarias y si se continúa 

así el proceso se alcanzará un nivel de resistencia máximo. 

Si en el primer paso se obtiene la máxima resistencia posible, se dice que la 

resistencia es del tipo “de un escalón”, en cambio en el segundo caso, en que se 

necesitan varias generaciones enfrentadas cada vez a un nivel creciente de 

antimicrobiano, se dice que la resistencia es del tipo “de múltiples escalones”. 

In vivo, la dinámica de la resistencia sigue el mismo camino (Dámaso D., 

1990; Méndez García J., 1996). 

Las formas de expresión de las resistencias cromosómicas en una mutación 

pueden ser de varios tipos:  

Conversión de un antimicrobiano en una sustancia inactiva mediante la acción de 

un enzima (Ejemplo: β-lactamasas). 

1. Mutación y subsiguiente modificación el gen donde actúa el antimicrobiano 

(sitios diana). Podemos señalar las mutaciones en las regiones QRDR (quinolone 

resistance determining region) correspondientes a los genes que codifican la girasa 

o topoisomerasa IV que reducen la actividad de las fluoroquinolonas o las 

mutaciones que afectan los genes ribosomales que modifican la actividad de los 

macrólidos al ribosoma (Cantón R., 2006). 

2. Producción incrementada de la enzima que es bloqueada por el antimicrobiano. 

Como ejemplo podemos mencionar la hiperproducción de la β-lactamasa AmpC en 

Pseudomonas aeruginosa que afecta la actividad de ceftazidima y cefepime 

(Cantón R., 2006). 

3. Disminución de la permeabilidad celular al antimicrobiano. 

4. Hiperexpresión de los sistemas de expulsión como ser AcrAB en E. coli. 

5. Aumento de un metabolito que antagoniza al antimicrobiano. 
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6. Incremento o creación de una nueva vía metabólica para prescindir del 

producto interceptado por el antimicrobiano. 

7. Mutaciones en el promotor o genes reguladores (Ej.: acrR, marR, etc.) (Poole K. 

y cols., 1996; Dean A. & Didier M., 2005). 

Todas las mutaciones son potencialmente letales, pero también muchos genes 

mutados pueden permitir la supervivencia bacteriana, siempre y cuando el nuevo 

requerimiento impuesto por la mutación pueda ser obtenido del ambiente exterior; 

por ejemplo, una mutación que impide la síntesis de un determinado aminoácido 

puede suplirse si el medio de cultivo contiene dicho aminoácido. 

Una característica de todo mutante es que la mayoría de ellos pueden revertir 

a la condición de la cepa salvaje original mediante una mutación inversa. Este 

retorno es un retorno al fenotipo, pero no necesariamente al genotipo original ya 

que el efecto de la primera mutación puede ser suprimido mediante una segunda 

mutación en un sitio diferente del cromosoma (Dámaso D., 1990). 

Se podría pensar que los antimicrobianos tienen un efecto mutagénico y que 

inducen la aparición de mutaciones. Sin embargo, es conocido que los mutantes 

resistentes se encuentran de manera natural en las poblaciones bacterianas y que 

este hecho es independiente de la presencia del antimicrobiano en el medio. Toda 

población bacteriana tiene, con una frecuencia variable, mutantes resistentes que 

coexisten con la población sensible mayoritaria. Bajo determinadas circunstancias, 

cuando se somete una población bacteriana a la acción de un antimicrobiano, los 

mutantes resistentes pueden hacerse dominantes al inhibirse la fracción sensible 

mayoritaria (Oh H. y cols. 2000; Sullivan A. y cols. 2001).  Este proceso se conoce 

con el nombre de selección de mutantes resistentes. Diversos autores proponen que 

esta selección de mutantes resistentes se produce exclusivamente en un rango 

específico de concentraciones, denominado ventana de selección (mutant selection 

window) y a la concentración que impide el crecimiento de mutantes, 

concentración que previene la aparición de mutantes resistentes o CPM (mutant 

prevention concentration). El estudio de CPM tiene como finalidad predecir la 

posibilidad de desarrollo de resistencia y adecuar los tratamientos antimicrobianos 

en la práctica clínica (Cantón R., 2006). 
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3.2.2- Resistencias Extracromosómicas  
Cuando la resistencia esta localizada en elementos móviles como plásmidos, 

transposones e integrones, se pueden transferir entre bacterias conduciendo a una 

gran diseminación de estos genes entre especies e incluso entre diferentes géneros 

de microorganismos. Dependiendo de la bacteria y del elemento móvil involucrado 

puede ocurrir vía transducción, conjugación, movilización y/o transformación.  

Existen 3 formas de intercambio genético entre bacterias 

1. Transformación. 

2. Transducción. 

3. Conjugación (factores R). 
 

1. Transformación 

La transformación es el mecanismo de transferencia genética mediante el cual, 

el ADN es adquirido directamente del medio ambiente a partir de una bacteria que 

ha liberado su material genético al exterior y es recogido por la bacteria receptora. 

Una vez dentro de la bacteria el ADN puede mantenerse como tal cuando se trata 

de un elemento autónomo o bien puede quedar incluido de forma estable en el 

genoma bacteriano. La mayoría de las especies bacterianas no son transformables 

de forma natural (se dice que no son “competentes”). Las que no lo son de manera 

natural es necesario someterlas a un proceso para hacerlas “competentes”, 

entendiendo el estado de competencia como aquel en el que las bacterias permiten 

que el ADN se una a su superficie favoreciendo la adquisición de nuevos genes. 

La diferencia esencial entre uno y otro tipo de transformación es que mientras 

en la transformación natural se transfiere sólo una cadena simple del ADN, en la 

transformación, caso de la transformación “artificial”, se transfiere el ADN con su 

doble cadena intacta. Es una técnica muy útil para transferir los plásmidos no 

conjugativos y no movilizables (Méndez García J., 1996). 

2. Transducción 

La transducción es una transferencia genética mediada por bacteriófagos. Los 

bacteriófagos son virus parásitos de las bacterias. El material genético es 

transducido por un bacteriófago que se multiplica, inicialmente, sobre las bacterias 

donadoras y, posteriormente, se incorpora al genoma de las receptoras, las cuales, 

constituyen habitualmente una pequeña proporción del total de la población 

infectada y reciben el nombre de transductantes. 
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Los fagos bacterianos pueden tener dos ciclos: el primero llamado virulento o lítico 

en el cual éstos se multiplican dentro de la bacteria y la obligan a fabricar 

bacteriófagos que la lisan, invadiendo otras células al salir al exterior; el segundo 

ciclo recibe el nombre de lisogénico y el fago temperado; se caracteriza porque este, 

una vez que ha penetrado en la bacteria, se incorpora en un locus cromosómico de 

la misma, constituyéndose en profago, y se reproduce, indefinidamente, con el 

genoma bacteriano; en este caso la bacteria recibe el nombre de lisógena. Algunos 

de estos fagos llevan parte del material genético de la donadora y si este 

corresponde a un locus cromosómico de resistencia a uno o más antimicrobiano, el 

bacteriófago, al invadir una nueva bacteria puede pasar al estado de profago, 

volviéndola resistente. Este fenómeno es el único que ha podido explicar, hasta 

ahora, la presencia de partículas contagiosas en cepas en las que no se han 

demostrado otros mecanismos de transferencia, tal como ocurre con el estafilococo 

(Méndez García J., 1996; Murray P.R. y cols., 1997). Clínicamente, sólo tiene 

importancia en la transmisión de genes de resistencia de cocos gram-positivos, 

fundamentalmente S. aureus.  

3. Conjugación 

La conjugación es la vía principal de diseminación de genes de resistencia 

entre las poblaciones bacterianas y es el mecanismo de intercambio de genes más 

importante entre las bacterias gram-negativas. 

Mientras que en la transducción y en la transformación sólo se transfieren 

fragmentos muy pequeños del cromosoma bacteriano, en la conjugación pueden 

transferirse grandes segmentos del cromosoma o incluso el cromosoma entero. Para 

que se produzca es imprescindible el contacto físico entre las células mediante pilis 

y por lo tanto es muy frecuente que ocurra entre bacterias que comparten nicho 

biológico, como ocurre con las enterobacterias en el intestino. El intercambio de 

material genético es unidireccional, con transferencia de la información genética de 

las células macho a las hembras. Este proceso está usualmente codificado por 

plásmidos conjugativos, que pueden aislarse en gran número de bacterias gram-

negativas y que incluyen miembros de más de 20 grupos de incompatibilidad. 

Todos los plásmidos que pertenecen a distintos grupos de incompatibilidad 

muestran escasa homología de su ADN. La habilidad conjugativa requiere además 

una extensa región del ADN plasmídico (1/3 del genoma). 
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La conjugación está mediada por plásmidos. Los plásmidos son segmentos 

de ADN circular de doble hélice, extracromosómicos, que pueden tener un tamaño 

de 10 a 400 pares de kilobases, dotados generalmente de replicación autónoma y 

son transmisibles de forma estable en el curso de las generaciones. Su principal 

característica es su capacidad de replicación autónoma. Los genes que contienen no 

son imprescindibles para la supervivencia de la bacteria pero les confieren ventajas 

evolutivas; éste es el caso de los genes de resistencia, funciones metabólicas y 

factores de virulencia. Los plásmidos R o factores R son importantes en la 

patología infecciosa. Estos plásmidos confieren resistencia a antimicrobianos de 

familias diferentes. Asimismo es frecuente el caso de plásmidos diferentes que 

coexisten en la misma bacteria, lo cual añadido a la resistencia intrínseca determina 

la aparición de cepas resistentes a múltiples antimicrobianos. 

En las bacterias gram-negativas podemos distinguir entre plásmidos 

conjugativos y no conjugativos. Para que un plásmido sea conjugativo debe llevar 

además un conjunto de genes (tra) que son los responsables de que se produzca la 

conjugación de la bacteria que los hospeda, con la receptora. Los transconjugantes 

obtenidos adquieren las propiedades de la bacteria donadora. Los plásmidos no 

conjugativos rara vez codifican la resistencia a más de dos familias de 

antimicrobianos. Estos plásmidos no son autotransferibles ya que no codifican las 

funciones necesarias para esa autotransferibilidad, por lo que requieren la 

movilización por otro plásmido presente en la misma bacteria. 

Los transposones son segmentos de ADN, cuyo tamaño varía de 2,5 a 20 kb., 

que tienen la propiedad de moverse entre los replicones bacterianos, desde una 

posición a otra en el genoma. No se autorreplican, están presentes en los plásmidos 

o en el cromosoma bacteriano y poseen la capacidad de poder abandonar esta 

localización inicial e insertarse en un nuevo plásmido o en un nuevo ADN 

cromosómico. De esta forma, puede realizarse la transferencia de material genético 

“saltando” de un plásmido a otro, de ADN cromosómico a un plásmido, de un 

plásmido a un bacteriófago, etc., en resumen de un replicón a otro. Esta forma de 

transferencia de la información genética recibe el nombre de transposición. Se 

conocen muchos transposones y recientemente, se ha comprobado que algunos de 

ellos pueden pasar del cromosoma de una bacteria a otra, sin ir vehiculizados por 

un bacteriófago o plásmido. Este tipo de transposones se han descrito en bacterias 

gram-positivas y se les llama transposones conjugativos. 
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Los transposones encontrados en bacterias se pueden dividir en tres clases: 

secuencias de inserción, transposones complejos y transposones asociados con 

fagos. 

Las secuencias de inserción (SI) son los transposones más simples. Su 

longitud oscila entre 150 y 1.500 pares de bases y poseen repeticiones invertidas de 

15 a 40 pares en sus extremos. Los elementos SI son constituyentes normales de los 

cromosomas bacterianos y se pueden integrar en plásmidos y genomas de fagos. 

Los SI sólo transportan la información genética necesaria para su propia 

transferencia (es decir, el gen que codifica la transposasa). Es posible detectarlos si 

su inserción conduce a interrupción o inactivación de genes, o si modifican la 

expresión de genes adyacentes. 

Los transposones complejos incluyen al grupo de plásmidos de conjugación 

conocidos como factores R y que codifican genes de resistencia a antimicrobianos. 

Los plásmidos R se componen de dos partes funcionalmente distintas: el factor de 

transferencia de resistencia y el transposón que contiene los genes para varias 

clases de resistencias a los fármacos. Esos plásmidos constituyen la causa más 

común de resistencia activa a los antimicrobianos en las bacterias causantes de 

infecciones. Los transposones transportados por plásmidos de conjugación se 

pueden dividir en dos categorías o tipos generales.  

Los transposones tipo I o transposones compuestos contienen una región 

central que transporta genes selectivos, por ejemplo, de resistencia a los 

antimicrobianos o de resistencia a sustancias tóxicas. Esa región central está 

flanqueada en ambos lados por dos elementos SI idénticos o casi idénticos. A este 

tipo pertenece el transposón Tn903 que transporta el gen que codifica la resistencia 

a la kanamicina. 

Entre los transposones tipo II se incluyen la familia de transposones TnA. 

Esos transposones son bastante grandes (aproximadamente 5 kb) y no se 

consideran compuestos, debido a que no requieren la presencia de módulos SI para 

la transposición. Por el contrario, cada miembro de los transposones está unido por 

dos repeticiones cortas con 30 a 40 parejas de bases de longitud. La región central 

suele contener tres genes. Un gen codifica la resistencia a un antimicrobiano o 

sustancia tóxica como las β-lactamasas y los otros dos genes contienen la 

codificación de las enzimas o proteínas participantes en el proceso de transposición 

(transposasa, resolvasa) y su regulación (represora), así como otras características 
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(producción de toxinas). Los componentes de la familia TnA sólo transposan 

mediante una vía replicativa. El transposón Tn3, que contiene los genes necesarios 

para la resistencia a la ampicilina, constituye un ejemplo de transposón  tipo II. 

Los transposones asociados con fagos o fagos transpositivos como el Mu y el 

D108 son otro tipo de transposones, que usan la transposición como modo de 

reproducción normal. El Mu es un fago temperado cuyo ADN se integra casi al 

azar en el genoma del huésped después de la infección. La inserción del profago 

suele inactivar el gen bacteriano en el que se inserta, al interrumpir su secuencia de 

codificación y terminar la transcripción. También puede inactivar genes distales en 

el mismo operon. La inducción del profago Mu, sin embargo, no conduce a su 

excisión desde el ADN huésped. 

Por el contrario, experimenta transposición replicativa repetida hasta muchos 

sitios diana diferentes en el cromosoma. En último término se produce el 

empaquetado del genoma del fago a partir de esas unidades localizadas en el 

cromosoma. 

Proceso de replicación de los transposones 

Una característica común de la transposición es que los transposones no se 

mueven al azar, sino que parecen preferir ciertas secuencias diana. La longitud de 

las secuencias diana varía en los distintos transposones, y la secuencia diana es 

diferente para cada inserción o transposón particular. Durante el proceso de 

inserción de un transposón, la secuencia diana se duplica flanqueando al transposón 

por ambos lados. 

La transposición se puede producir por dos mecanismos. En la transposición 

conservadora, el elemento transpuesto es desplazado desde su lugar de inserción 

original hasta una nueva localización. En el caso de la transposición replicativa, el 

elemento transpuesto se duplica, lo que conduce a dos copias completas integradas 

en orientación directa y separada por ADN del huésped bacteriano. Los 

transposones de la familia TnA sólo se mueven mediante transposición replicativa. 

En todos los casos, la presencia de un transposón puede conducir a deleciones o 

inversiones tras una excisión aberrante. 

El término integrón se utilizó originalmente para describir un grupo de 

elementos aparentemente móviles que contenían uno o más genes de resistencia a 

antimicrobianos localizados en un lugar específico. Aunque los genes estructurales 

presentes en los integrones son mayoritariamente genes de resistencia, también es 
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posible la integración de otro tipo de genes que probablemente no se observan con 

tanta frecuencia, porque no existe la presión selectiva necesaria para ponerlos de 

manifiesto. 

Los integrones son elementos genéticos integrados que funcionan, de forma 

esporádica, como unidades recombinantes en un lugar específico de la replicación, 

en las largas secuencias no homologas de ADN. Se han puesto de manifiesto por 

análisis genéticos de las secuencias de ADN contiguo a los genes de resistencia 

(cromosómico o plasmídico). Su papel en la transmisión horizontal de resistencias 

cobra mayor importancia recientemente con el descubrimiento de los 

superintegrones (SI) (Rowe-Magnus DA. & Mazel D., 2001). Dos características 

diferencian los SI de los integrones tradicionales de resistencia (RIs): el gran 

número de cassettes que contienen (en Vibrio cholerae se han descrito más de 150) 

y la homología observada entre los sitios attC de esos cassettes. Se han identificado 

SI entre los miembros de la familia Vibrionaceae (Mazel D. y cols., 1998) y 

algunas especies relacionadas como Xanthomonas y Pseudomonas. La 

trascendencia de los factores R y de los plásmidos de resistencia estriba en que la 

mayor parte de las cepas de origen clínico, sobre todo hospitalarias, deben su 

resistencia a aquéllos (León Serrano J. & García Lobo JM., 1990; Méndez García 

J., 1996; Murray P.R. y cols., 1997). 
 

Ejemplos resistencia a antimicrobianos mediada por plásmidos: 

 Sistemas de eflujo: uno de los mecanismos de resistencia desarrollados por 

las bacterias son los sistemas de eflujo, que pueden ser específicos para un tipo o 

clase de droga o no específicos y expeler al exterior múltiples drogas no 

relacionadas estructuralmente (MDR). Se han observado que por ejemplo genes 

como tet , floR, mefA , msrA, acrEF, etc., que codifican para transportadores 

específicos, pueden diseminarse entre bacterias, al contrario de lo que ocurre con 

los genes que codifican para MDR que son generalmente de localización 

cromosómica y hasta la fecha no se ha observado que sean transferibles entre 

bacterias gram-negativas. Sin embargo el sistema MDR qacA/B se ha detectado en 

plásmidos que confieren múltiple resistencia a antimicrobianos en cepas algunos 

estafiloocos aislados de muestras clínicas (Butaye P. y cols., 2003). 

Resistencia a quinolonas: parecía poco probable encontrar mecanismos de 

resistencia plasmídica a estos antibacterianos. Sin embargo en 1967, se aisló una 
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cepa de E. coli cuya resistencia a ácido nalidíxico estaba mediada por un plásmido, 

posteriormente se aisló en cepas de E. coli de origen asiático. En estas cepas se ha 

asociado la resistencia a fluoroquinolonas con la presencia de un plásmido 

conjugativo denominado pMG252. El gen responsable de la resistencia a 

quinolonas mediada por plásmidos (PMQR [plasmid-mediated quinolone 

resistance]) es llamado qnr y está ubicado en una zona tipo integrón (Ver con más 

detalle en capítulo 5: Mecanismos de Resistencia a Quinolonas). 

 Resistencia a β-lactámicos por enzimas Beta-lactamasas AmpC 

(codificadas por plásmidos): Los genes ampC han sido descubiertos en plásmidos 

de varias especies de Enterobacteriaceae. Estos genes ampC son probablemente 

derivados de genes cromosómicos ampC de C. freundii, E. cloacae y M. morganii. 

Estos aislamientos producen grandes cantidades de β-lactamasa AmpC, confiriendo 

resistencia a las cefalosporinas de espectro extendido, cefamicinas, penicilinas y 

combinaciones de inhibidores de β-lactamasas. La expresión es usualmente de alto 

nivel y constitutiva. 

 
3.3 Mecanismos generales de Resistencia a Antimicrobianos 

3.3.1 Clasificación general de los antimicrobianos 
Los antimicrobianos son sustancias químicas de origen natural (producidas 

por diferentes especies de microorganismos) o sintético cuya función es suprimir el 

crecimiento bacteriano (bacteriostáticos) o destruir a los mismos (bactericidas). 

Estos compuestos difieren marcadamente en sus propiedades físicas, químicas, 

farmacológicas, así como en su mecanismo de acción y espectro bacteriano. 

A continuación clasificaremos a los antimicrobianos de acuerdo a su estructura 

química (Tabla Nº 1) y en función de su mecanismo de acción (Tabla Nº 2). 
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• Según estructura química: 

 

 

 
 

                                           Estructura química  
 
β-lactámicos: penicilina y derivados, cefalosporinas, cefamicinas, carbapenem, 
monobactámicos, inhibidores de las betalactamasas. 
 
Aminoglicósidos: espectinomicina, gentamicina, amicacina, neomicina, 
kanamicina, etc. 
 
Tetraciclinas: oxitetraciclina, doxiciclina, tetraciclina, clortetraciclina, etc. 
 
Cloranfenicol: cloranfenicol, tianfenicol 
 
Macrólidos: eritromicina/nuevos macrólidos: claritromicina, roxytromicina, 
Azitromicina (azálido) 
 
Sulfonamidas: sulfametoxazole, sulfisoxazole 
 
Diaminopirimidinas en combinación con sulfas: trimetroprin 
 
Quinolonas: ácido nalidíxico, pipemídico/quinolonas fluoradas: pefloxacina, 
Ciprofloxacina, norfloxacina, sparfloxacina, lomefloxacina. 
 
Lincosamidas: clindamicina, lincomicina 
 
Derivados Nitroimidazólicos: metronidazole, tinidazole, ornidazole 
 
Antimicrobianos péptidos: Polimixinas: polimixina B y E, Ciclopéptidos: 
Bacitracina, Glicopéptidos: teicoplanina, vancomicina, daptomicina. 
  
Nitrofurantoína 
 
Rifampicina 

Tabla Nº 1: Clasificación de los antibacterianos de uso más frecuente en función  
de su estructura química (Jackson L. y cols., 1998). 
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• según mecanismo de acción: 

 
 

Mecanismo de acción de los agentes antibacterianos 
 
1. Interferencia con la síntesis de la pared celular: 
β- lactámicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes,  monobactamas 
Glucopéptidos: vancomicina, teicoplanina 
 
2. Inhibición de la síntesis de proteínas: 
-unión a la subunidad ribosomal 50S: macrólidos, cloranfenicol, clindamicina, 
quinupristin-dalfopristin, linezolid 
-unión a la subunidad ribosomal 30S: aminoglicósidos, tetraciclina 
 
3. Interferencia con la síntesis de ácidos nucleicos: 
Inhibición de la síntesis de ADN: fluorquinolonas 
Inhibición de la síntesis de ARN: rifampicina 
 
4. Inhibición de vías metabólicas: 
-sulfonamidas, análogos del ácido fólico 
 
5. Disrupción de la estructura de la membrana bacteriana: 
-polimixinas, daptomicinas 
 

Tabla Nº 2: clasificación de los antimicrobianos de uso más frecuente según su 
mecanismo de acción. (Jackson L. y cols., 1998;  Tenover F.C., 2006). 
 

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos es un problema que se ha ido 

complicando, sobre todo en las últimas décadas, porque a medida que se han ido 

sintetizando nuevos antimicrobianos, han ido surgiendo cepas resistentes a los 

mismos. 

Además presupone un problema sanitario de gran importancia, por el 

incremento en la morbilidad y mortalidad de los pacientes, el alargamiento en los 

tratamientos, en las mayores estancias en los hospitales y por ende en los costos. 

Los microorganismos han desarrollado resistencia a antimicrobianos y 

agentes quimioterapéuticos por diversos mecanismos (Tabla Nº 3): inactivación del 

fármaco por hidrólisis (Ej. β-lactamasas) o modificación enzimática (Ej. 

Resistencia a aminoglicósidos), alteración del sitio de acción (Ej. Mutación de la 

ADN girasa en la resistencia a fluoroquinolonas, producción de una transpeptidasa 

resistente a meticilina en cepas de Staphylococcus aureus meticilino-resistentes), 

así como también modificando la permeabilidad de la membrana externa 

reduciendo el influjo de antimicrobianos (Ej. Reducción de OmpF en E. coli) o  por 

medio de sobre-expresar sistemas de eflujo activo que expelen al exterior diferentes 
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antimicrobianos (Ej. AcrAB en E. coli). Además se pueden alterar genéticamente 

rutas metabólicas específicas para que el agente microbiano no pueda provocar un 

efecto (mutaciones que inactivan la timidilato sintetasa, bloquean la conversión de 

deoxiuridilato a timidilato. Estos mutantes requieren timina o timidina exógena 

para la síntesis de ADN y por ende son resistentes a los antagonistas de la ruta del 

folato como las sulfonamidas y trimetoprima). 
 
 

 

 

 

 

 

 

 
  
 
 

 
 

Existen básicamente 4 mecanismos de resistencia: 
• Inactivación o modificación del antibiótico: β-lactámicos, 

Aminoglicósidos, Cloranfenicol 
 
• Alteración de la permeabilidad, por menor influjo a través de las 

porinas: β-lactámicos, Cloranfenicol, Quinolonas, Tetraciclina, Trimetoprima, 
Eritromicina 
 
• Incremento en el eflujo activo de los antimicrobianos: β-lactámicos, 

Cloranfenicol, Quinolonas, Tetraciclina, Trimetoprima, Eritromicina 
 
• Alteración de la diana del antibiótico: Rifampicina, Sulfonamidas, 

Tetraciclina, Trimetoprima, β-lactámicos, Estreptomicina, Eritromicina, 
Clindamicina, Quinolonas o Síntesis de dianas alternativas : trimetoprima y 
sulfonamidas  

Tabla 3: Mecanismos de resistencias y antimicrobianos afectados (Hawkey PM., 
2000; Normark BH. & Normark S., 2002). 
 
En los bacilos gram-negativos a los mecanismos de resistencia los podemos 

clasificar en 4 grupos (Gootz T., 2006): 

• Inactivación del antimicrobiano por enzimas endógenas 

• Mutación en genes estructurales o regulatorios del sitio de acción 

• Alteración de la membrana externa que lleva a una disminución en la 

permeabilidad de la droga 

• Eflujo de la droga por medio de sistemas de eflujo activo. 
 
3.3.2- Destrucción e Inactivación del antimicrobiano: 
 Mediante la producción de enzimas, las bacterias son capaces de modificar 

los antimicrobianos catalizando su destrucción o convirtiéndolos en derivados 

inactivos. Es la principal forma de resistencia a los antimicrobianos más utilizados 

en clínica como β-lactámicos y aminoglicósidos. 
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 Son ejemplos de esta la producción de β-lactamasa, β-lactamasa de amplio 

espectro, eritromicina esterasa y enzimas modificadoras de aminoglicósidos, 

cloranfenicol, lincosamidas y estreptograminas.  

 Otra vía para inactivación del antimicrobiano es la modificación enzimática 

del mismo, este es el caso de las enzimas modificadoras de aminoglicósidos 

codificadas por plásmidos, entre las principales enzimas responsables de catalizar 

la modificación, están la acetil transferasa (AAC), fosfatidil transferasa (APH) y 

adenil transferasa (ANT o AAD). Cuando un aminoglicósido es inactivado ya no 

puede unirse a la subunidad 30S ribosomal y por lo tanto no pueden interferir en la 

síntesis de proteínas.  

 El cloranfenicol pierde afinidad por el ribosoma debido a la modificación que  

realiza una enzima de localización intracelular, cloranfenicol acetil transeferasa 

(CAT), generalmente codificada por plásmidos, suele ser inducible en las bacterias 

gram-positivas y constitutiva en las gram-negativas. Esta enzima acetila los dos 

grupos hidroxilo y previene la unión del cloranfenicol al ribosoma 50S. 

 Otros antimicrobianos como macrólidos y tetraciclinas pueden ser 

inactivados por modificaciones enzimáticas, aunque generalmente éste no es el 

principal mecanismo de resistencia 
 
3.3.3- Alteración de las barreras de permeabilidad: 
 

• Entrada disminuida: 

En estos casos el antimicrobiano no puede penetrar la superficie bacteriana y 

alcanzar su diana.  

Se deben tener en cuenta diferentes factores como ser:  

- La permeabilidad de la membrana externa:  

La membrana externa está claramente definida en los microorganismos gram-

negativos. Esta bicapa lipídica es relativamente impermeable a solutos lipofílicos, 

como la tetraciclina, que solamente la puede atravesar utilizando los canales que 

forman las porinas (Thanassi D. y cols., 1995). La membrana externa posee una 

precisa organización estructural de manera que constituye una efectiva barrera 

intrínseca para la penetración de diversos agentes nocivos incluidos los 

antimicrobianos, al mismo tiempo que permite la eficiente difusión de nutrientes 

hacia la célula bacteriana. 
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- La permeabilidad de la membrana interna:  

Otra forma de resistencia de la bacteria consiste en una modificación energética 

que compromete el transportador aniónico que lleva el antimicrobiano hacia el 

interior de la célula, la presencia de una capa lipídica en la membrana actúa como 

un mecanismo de resistencia para compuestos hidrofóbicos. 

- La presencia de Porinas:  

Las porinas son proteínas mayores presentes en la membrana externa de las 

bacterias gram-negativas, y funcionan como canales de difusión formando poros 

que son fundamentales para el metabolismo bacteriano ya que facilita el 

intercambio de sustancias entre la bacteria y el exterior. Estas proteínas permiten el 

paso de sustancias de acuerdo al tamaño y carga eléctrica. Algunos antimicrobianos 

utilizan estas porinas para penetrar en el interior bacteriano, de forma tal que el 

transporte de los mismos está influenciado por la cantidad de porinas presentes en 

la membrana externa de dichas bacterias. La modificación de la estructura y 

función de las porinas, como resultado de una mutación o cambio del material 

genético de la bacteria, alteran la permeabilidad de la pared y generan una 

disminución del paso del antimicrobiano constituyéndose así en un importante 

mecanismo de resistencia a los mismos. La resistencia a algunas cefalosporinas, 

ácido nalidíxico y otras quinolonas tiene relación con esté fenómeno. 
 
3.3.4- Incremento en el eflujo activo de los antimicrobianos 

• Eflujo activo  

Posiblemente el eflujo activo represente una de las grandes vía por las que se 

origina resistencia, pues evitan que se produzca la concentración terapéutica del 

antimicrobiano dentro de la célula. Por medio de este bombeo, las bacterias 

expulsan al exterior productos residuales o que resultan tóxicos o letales para ellas, 

dentro de los que se encuentran los agentes antibacterianos.  

Este mecanismo de resistencia bacteriana es debido a la presencia de proteínas 

de membrana especializadas, que mediante una fuente de energía acoplada, pueden 

reducir la concentración del antimicrobiano promoviendo la extracción activa del 

mismo desde el citoplasma al medio extracelular. La sobre expresión de estas 

bombas de eflujo lleva a que las bacterias gram-negativas expresen resistencia a 

más de un tipo de antimicrobiano (fenotipo de múltiple resistencia a 

antimicrobianos) (Viveiros M. y cols. 2007). 
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Estas proteínas están involucradas tanto en la resistencia intrínseca como en la 

adquirida y confieren resistencia a diferentes antimicrobianos como tetraciclinas, 

fluoroquinolonas, cloranfenicol, y β-lactámicos, así como a antisépticos y 

desinfectantes de tipo amonio cuaternario. Como por ejemplo el principal sistema 

de eflujo en E. coli AcrAB-TolC (Tenover Fred C., 2006; Viveiros M. y cols. 2007), 

sin embargo en esta enterobacteria se han caracterizado al menos nueve sistemas de 

eflujo activo protón dependientes involucrados en la resistencia de dos o más 

antimicrobianos; los genes que codifican para dichos sistemas son: emrE, acrEF 

(envCD), emrAB, emrD, mdfABC, tehA, acrD (Homólogo de acrB) y yhiUV 

(Viveiros M. y cols. 2007), mientras que en P. aeruginosa se describen cuatro 

sistemas de eflujo principales: MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ, y 

MexEF-OprN  (Tenover F.C., 2006). 
 
3.3.5- Alteración de la diana o lugar de acción del antimicrobiano: 
 Estos mecanismos de resistencia se refieren a las modificaciones producidas 

en una estructura o vía metabólica sobre la que ejercen su acción, bien por 

incremento de la concentración de una sustancia competitiva, o por modificación 

de las diferentes estructuras bacterianas lo que impide que el antimicrobiano ejerza 

su acción.  

 En este mecanismo de resistencia bacteriana se modifican algunos sitios 

específicos de la anatomía celular, como pared celular, subunidad 50S, 30S 

ribosomales, etc. 

 De esta manera la modificación de enzimas catalizadoras en la producción de 

proteoglicanos celulares, confieren resistencia a los β-lactámicos dado que las 

PBPs (proteínas de unión a penicilinas) son las dianas de los antibióticos β-

lactámicos. Pueden surgir por alteraciones en las PBPs que muestran una menor 

afinidad por el antimicrobiano, síntesis de nuevas PBPs sin modificarse la afinidad 

de las originales o por una combinación de los anteriores mecanismos. Las 

alteraciones de las PBPs son adquiridas y casi siempre se deben a mutaciones 

cromosómicas. Ejemplo: la cepa P. aeruginosa apareció resistente a ampicilina por 

disminución de la afinidad de su PBP3 (Godfrey AJ. y cols., 1981) y más tarde a 

imipenem por alteración de la PBP2 (Pechère JC., 1988). 

 En bacterias gram-negativas la enzima ADN girasa parece ser el blanco 

preferido de las quinolonas mientras que la topoisomerasa IV lo es en las bacterias 
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gram-positivas (Hooper DC., 2000; Hawkey PM., 2003). De manera que no es 

casual que la alteración de las subunidades de estas enzimas sea el principal 

mecanismo de resistencia encontrado en aislamientos clínicos, mutaciones en el 

gen gyrA que codifica la subunidad A de la ADN girasa (GyrA) es el más común 

en la resistencia a quinolonas por bacterias gram-negativas (Yoshida H. y cols., 

1990, Tavío MM. y cols., 2000 ), mientras que mutaciones en parC, el gen que 

codifica la subunidad C de la topoisomerasa IV (ParC) es más comúnmente 

encontrado en los gram-positivos (Sanders CC., 2001). También se han observado 

mutaciones que afectan la subunidad B (GyrB) de la ADN girasa o la subunidad E 

de la topoisomerasa IV (ParE) son menos comunes de encontrar y generalmente 

son secundarias a las mutaciones en las otras 2 subunidades. Las mutaciones en las 

regiones equivalentes en las proteínas ParC o ParE se asocian con altos grados de 

resistencia a estos fármacos (Vila J. y cols., 2006; Antimicrobianos en medicina; 

Sanders CC., 2001; Kern WV. y cols., 2000). 

 Un mecanismo similar se presenta para sulfonamidas y trimetoprima donde 

se presentan modificaciones de la sintetasa de hidropteorato y dihidrofolato 

reductasa.  

 La resistencia por alteraciones en los ribosomas puede surgir por mutación o 

por la acción de enzimas codificados en el cromosoma, plásmidos o transposones 

 La rifampicina actúa sobre la subunidad 13 de la ARN polimerasa, 

inhibiendo la extensión del ARN durante la síntesis. La resistencia a rifampicina se 

presenta cuando cambios en un aminoácido de esta subunidad alteran la unión del 

antimicrobiano a la ARN polimerasa. Esta resistencia es común en enterobacterias. 

 Respecto a las demás estructuras ribosomales encontramos modificaciones a 

nivel de múltiples subunidades como 30S, 50S. Sitios de acción de aminoglicósidos, 

lincosamidas, macrólidos y tetraciclinas. El mecanismo de resistencia ribosomal a 

gentamicina, tobramicina y amikacina es poco frecuente y consiste en la mutación 

del péptido S12 de la subunidad 30S. 
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RESISTENCIA A ANTIBIÓTICOS β-LACTÁMICOS 

 

 
 

4.3.3 - Sistemas de eflujo activo 

4.3.4 - Alteración de los sitios dianas: proteínas de unión a 

penicilina) 

4.3.2 - Alteración de la permeabilidad de la membrana por pérdida 

o disminución de las porinas de la membrana externa 

4.3.1 - Producción de β-lactamasas 

4.1 Introducción  

4.2 Mecanismo de acción de los antibióticos β-lactámicos 

4.3 Mecanismos de resistencia a antibióticos β-lactámicos 

Resistencia a antibióticos β-lactámicos en cepas de Escherichia coli: 

4.1 Introducción  
Los antibióticos β-lactámicos son un grupo de compuestos bactericidas de 

origen natural o semisintético, usados en el tratamiento de una variedad de 

infecciones bacterianas producidas por microorganismos gram-negativos y gram-

positivos. Estos antibióticos se caracterizan por presentar en su estructura química 

un anillo β-lactámico que posee afinidad por enzimas que participan en la síntesis 

de la pared celular bacteriana, de manera que al inhibirlas, lo que impiden es la 

síntesis de la barrera de peptidoglicano de la pared celular bacteriana. (Fig. 1) 

Clasificación de los antibióticos β-lactámicos: 

 Penicilinas: penicilina, amoxicilina, cefalexina, ticarcilina, 

piperacilina 

 Cefalosporinas: Primera generación: cefazolina, cefalexina, 

cefradina, cefalotina. Segunda generación: cefaclor, cefamandol, 

cefuroxima. Tercera generación: cefoperazona, ceftibuteno, cefotaxima, 

ceftriaxona, ceftazidima. Cuarta generación: cefepime. 

 Cefamicinas: cefoxitina 
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 Monobactams: aztreonam 

 Carbapenems: imipenem y meropenem 

 Inhibidores de las β-lactamasas: ácido clavulánico, sulbactam y 

tazobactam. 
 

4.2 Mecanismo de acción de los  antibióticos β-lactámicos 
La pared celular es esencial para la supervivencia bacteriana, es la 

responsable de mantener la forma de la célula así como de la protección frente a 

diversos factores de externos (Blumberg PM. &. Strominger JL., 1974; Babic M. y 

cols., 2006). La pared posee una estructura compleja, semirigida, formada por 

cadenas polipeptídicas compuestas por  unidades de N-acetilmurámico intercaladas 

por otras de N-acetilglucosamina, de manera que estos péptidos cortos se 

entrecruzan con otros, confiriendo una gran rigidez a la estructura (Babic M y cols, 

2006). El paso final de la síntesis del peptidoglicano, la transpeptidación, que 

ocurre en el periplasma en las bacterias gran negativas, se facilita por unas enzimas 

asociadas a la cara externa de la membrana citoplasmática conocidas como 

“penicillin binding proteins” (PBPs, proteínas de anclaje o unión a penicilinas) 

(Blumberg PM. &. Strominger JL., 1974).   

Los antibióticos β-lactámicos son análogos de la D-alanil-D-alanina, el 

aminoácido terminal de las subunidades peptídicas precursoras de la barrera de 

peptidoglicano que se está formando. La similitud estructural que existe entre los 

antibióticos β-lactámicos y la D-alanil-D-alanina facilita su anclaje al sitio activo 

de las PBPs. El núcleo β-lactámico de la molécula se une irreversiblemente a las 

PBPs. Esta unión irreversible evita el paso final (la transpeptidación) de la 

formación de la barrera de peptidoglicanos, interrumpiendo la síntesis de la pared 

celular. (Fig.2) Es posible, además, que la inhibición de los PBPs (mediante dicha 

unión irreversible), haga también que se activen enzimas autolíticas de la pared 

celular bacteriana (Blumberg PM. &. Strominger JL., 1974). 
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1

 

 2 

Enlace amida del 
anillo β-lactámico

3 4 

 
Fig. 1: Estructura química de los antibióticos β-lactámicos: 1-penicilina G, 2-
cefalosporina, 3-monobactam, 4-carbapenem (Babic M. y cols, 2006). 
 
 

 

PBP

   Reacción de transpeptidación
  

D-Alanina 
Carboxipeptidasa 

Transpeptidasa 

 

Union cruzada entre péptidos

  

 Mecanismo de acción
de la penicilna 

Peniciloil 
enzima 

Penicilina 

 
 Transpeptidasa 

PBP

Enzima 

Fig. 2: Mecanismo de acción de la penicilina sobre la reacción de 
transpeptidación en la síntesis del peptidoglicano de la pared celular bacteriana 
(Blumberg PM. &. Strominger JL, 1974). 
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4.3 Mecanismos de resistencia a antibióticos β-lactámicos: 
A los mecanismos de resistencia a los antibióticos β-lactámicos los podemos 

clasificar en (Tenover Fred C., 2006; Owe Källman y cols., 2003): 

 Mecanismos enzimáticos de inactivación  del antibiótico por medio de  β-

lactamasas 

 Reducción de la permeabilidad por pérdida o disminución de la cantidad de  

las porinas (OMP) de la membrana externa 

 Sistemas de eflujo 

 Alteración de la diana: alteración de las proteínas de unión a penicilina (PBP) 
  

4.3.1 - Producción de β-Lactamasas 
Actualmente la producción de enzimas constituye el principal mecanismo 

de resistencia a los β-lactámicos, sobre todo en las bacterias gram-negativas. Las β-

lactamasas son enzimas catalíticas que hidrolizan el anillo β-lactámico de los 

antibióticos, rompiendo el enlace amida, dando como resultado un antibiótico 

inactivo que pierde la capacidad de unirse a las PBPs (proteínas de unión a 

penicilina) y por ende es incapaz de inhibir la síntesis de la pared celular (Babic M. 

y cols, 2006;  Weber DJ. y cols., 1999; Keith SK. y cols., 2000), como se muestra 

en la Figura 3.  La mayoría de estas enzimas son monoméricas con pesos 

moleculares que oscilan entre 23 y 44 kDa, auque algunas de ellas existen como 

dímeros o tetrámeros (Walsh TR. y cols, 2005). En bacterias gram-negativas estas 

enzimas se localizan en el periplasma mientras que en las gram-positivas son 

extracelulares (Georgopapadakou NH., 1993). 
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                  Anillo         Anillo  
             β-lactámico    tiazolidina 
                                                                                 Ácido 6-amino peniciloico 

 

Fig. 3: Actividad de las β-lactamasas: Rotura del enlace amida del anillo β-
lactámico  (Walsh TR. y cols, 2005). 

 
La localización de los genes que codifican para las β-lactamasas es variable, 

pudiendo localizarse en el cromosoma, en plásmidos, o en transposones, aunque 

recientemente se han encontrado en integrones. De esta manera pueden ser 

transferibles entre las diversas especies bacterianas (Babic M. y cols., 2006;  Weber 

DJ. y cols., 1999; Keith SK. y cols., 2000; Livermore DM. & Woodford N., 2000;  

Paterson DL. & Bonomo RA., 2005). 

La producción de β-lactamasas puede ser constitutiva (se producen siempre) 

o inducibles (sólo en presencia de un β-lactámico). En los gram-negativos las β-

lactamasas plasmídicas son constitutivas, mientras que las cromosómicas pueden 

ser constitutivas o inducibles.  

La clasificación de las β-lactamasas suele hacerse en base a esquemas 

propuestos por Ambler y Bush-Jacoby-Medeiros (Ambler RP., 1980; Bush K., 

Jacoby G., Medeiros A., 1996). 

Ambler propuso una clasificación molecular que reconoce 4 clases, 

designadas de A a D, donde A, C y D comprenden serín-β-lactamasas, que poseen 

una serina en su sitio activo; mientras que las de clase B son metalo-β-lactamasas, 

cuya actividad depende de la presencia de zinc en su sitio activo, como cofactor 

metálico para su actividad (Walsh TR. y cols., 2005;  Bush K, Jacoby G, Medeiros 

A., 1996; Rasmussen BA & Bush K., 1997) (Tabla 1).  
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Bush, Jacoby y Medeiros proponen una clasificación fenotípica en la cual  

designan 4 grupos, 1 a 4, según el perfil de sustrato y la susceptibilidad a los 

inhibidores de β-lactamasas como el clavulanato, el sulbactam y el tazobactam 

(Tabla 1). Dentro de algunos grupos, como son el 2 y el 3 se han establecido 

subgrupos, para permitir una mejor caracterización, y en la Tabla 2 se clasifican las 

betalactamasas más frecuentemente encontradas en la familia Enterobacteriaceae. 
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Tabla 1: Clasificación de las β-lactamasas (Helfand MS. & Bonomo RA. 2005).* BLEE: β-
lactamasas de espectro extendido. 

Clasificación 

funcional 

Bush, Jacoby-

Medeiros 

Grupo Subgrupo 

 

Clasificación 

Molecular 

Ambler 

Atributos de las β-lactamasas 

1  C AmpC β-lactamasas en bacterias gram-negativas. Los 

genes a menudo son cromosómicos, pero pueden ser 

codificados en plásmidos. Confiere resistencia a todos 

los tipos de β-lactámicos excepto los carbapenemes (a 

menos que se combinen con cambios en las porinas). 

No son inhibidas por el ácido clavulánico. 

2  A, D La mayoría son inhibidas por el ácido clavulánico (a 

menos que se indique lo contrario). 

 2ª A Incluyen penicilinazas estafilocócicas y enterocócicas. 

Confiere alta resistencia a las penicilinas. 

 2b A β-lactamasas de amplio espectro, incluyen TEM-1 y 

SHV-1 primordialmente de bacterias gram-negativas. 

 2be A Las BLEEs* confieren resistencia a las penicilinas, 

oxyminocefalosporinas y monobactámicos. 

 2br A β-lactamasas tipo TEM (IRT) y una tipo SHV que son 

resistentes a los inhibidores. 

 2c A Enzimas que hidrolizan la carbenicilina. 

 2d D Enzimas que hidrolizan la oxacilina, inhibidas 

moderadamente por el ácido clavulánico. 

 2e A Cefalosporinasas. 

 2f A Enzimas que hidrolizan los carbapenemes con serina en 

la zona activa. 

3 3ª, 3b, 3c B Metalo- β-lactamasas que confieren resistencia a los 

carbapenemes y todos los tipos de β-lactámicos 

excepto los monobactames. No son inhibidas por el 

ácido clavulánico. 

4  ? Penicilinasas misceláneas que no caben en otros 

grupos. No son inhibidas por el ácido clavulánico. 
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Tabla 2: Clasificación de las β-lactamasas más frecuentes en la familia 
Enterobacteriaceae. * Clasificación de Ambler ** Clasificación de Bush (Babic M. 
y cols., 2006). 

 

β-lactamasas comunes en Enterobacteriaceae

Clase A* Clase B* Clase C* Clase D*

β- lactamasa de amplio 
Espectro (2b)**

BLEEs
(2be)**

metalo
β- lactamasas

(3)**

OXA
β- lactamasa 

(2d)**

β- lactamasas 
AmpC

cromosómicas (1)**

β- lactamasa AmpC
( mediadas por 

plásmidos)

TEM SHV K1 CTX-M

SHVTEM

Inhibidor-R
TEMs ( 2br)

 

 

Tabla 3: Cuadro orientativo del tipo de β-lactamasas a que podrían estar presente 
en una cepa bacteriana según el patrón de susceptibilidad antibiótica (Babic M. y 
cols., 2006). 

 
                                          Patrón de susceptibilidad                        inhibidores 
                                                                                                            ( susceptible)        

Tipo de Beta 

lactamasa 
Ceftazidima Cefotaxima Cefoxitina Impipenem

Ácido 

clavulánico 
EDTA 

BLEE R R S S SI NO 

AmpC R R S, R S NO NO 

Carbapenemasa 

CLASE A R R S R SI, NO NO 

CLASE B R R S, R R NO SI 

CLASE D R R S, R R NO NO 
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β-lactamasas AmpC: 
Son enzimas de clase C de Ambler (grupo 1 en la clasificación de Bush) con 

actividad cefalosporinasa, y pobremente inhibidas por ácido clavulánico y 

contribuyen a la resistencia a β-lactámicos en patógenos gram-negativos, 

particularmente en la familia Enterobacteriaceae y pueden ser de codificación 

cromosómica o plasmídica. Estas enzimas han mostrado actividad contra la 

mayoría de las penicilinas y cefalosporinas, incluyendo las oximino-cefalosporinas  

(cefotaxima, ceftazidima), cefamicinas (cefoxitina, cefotetan) y monobactamas 

(aztreonam). Usualmente se mantienen susceptibles a carbapenem y cefalosporinas 

de cuarta generación (cefepime y cefpirome). Sin embargo la expresión de AmpC 

junto a la pérdida de la OmpF pueden producir resistencia a los carbapenem en 

cepas de E. coli (Poole K., 2004). 

 β-lactamasas AmpC cromosómicas 
Estas AmpC están codificadas por los genes ampC que se encuentran 

típicamente en los cromosomas de la mayoría de Enterobacteriaceae (con 

excepción de Salmonella spp. y Klebsiella spp.).  

Como la mayoría de las enterobacterias, E. coli y Shigella spp. producen 

AmpC, pero en estos casos la expresión es constitutiva, no inducible (no presentan 

el gen regulatorio ampR) y producen generalmente niveles insignificantes de esta 

enzima, pero a pesar de ello contribuyen a la resistencia intrínseca de estas especies 

(Mazzariol A. y cols., 2000; Petrosino JF. y cols. ,2002). La inactivación del gen 

ampC hace a las células de E. coli más sensibles, predominantemente para 

cefalotina, cefaloridina, cefamandol, cuyas CMI con respecto a la cepa salvaje 

disminuyen en un factor de  8, 4, 4  respectivamente, en cambio la CMI disminuye 

2 veces para penicilina G, ampicilina, cefazolina, cefoxitina, cefuroxima y 

cefsulodin, y no se observa efecto sobre cefepime, cefpirome, ceftriaxona, 

carbenicilina, ceftazidima, cloxacilina, e imipemen (Mazzarol A. y cols., 2000). 

Sólo de forma ocasional se producen mutaciones a nivel del locus promotor o 

atenuador o ambos que llevan a que se produzcan cantidades importantes de estas 

enzimas (cepas hiperproductoras). Estas cepas suponen menos del 2 % (Livermore 

D.,  1995; Coudron PE., 2000). A pesar de la baja frecuencia se observó que las 

cepas de E. coli que sobre expresan esta enzima pueden incrementar la resistencia 

hasta 256 veces a ampicilina, 128 veces a cefotaxima y cefoperazona, 64 veces a 

 76

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



cefalotina, ceftazidima, cefoxitina y aztreonam, no encontrándose variación en la 

sensibilidad a imipenem y meropenem (Livermore D.,  1995).  

Las bacterias que poseen estas enzimas son resistentes a las penicilinas, 

inhibidores de β-lactamasas, cefoxitina, cefotetan, ceftazidima, ceftriaxona y 

cefotaxima, excepto a cefepime y cefpirome, débilmente hidrolizados por esta 

enzima. Pero si en estas bacterias se combina la hiperproducción de AmpC con la 

pérdida de las porinas en la membrana externa, también pueden resultar resistentes 

a los carbapenemes.  

Cabe mencionar también que en los últimos años han surgido variantes de 

estas cefalosporinasas, denominadas β-lactamasas AmpC de espectro ampliado 

(ESAC) caracterizadas por la eficiente actividad hidrolítica sobre 

oxiiminocefalosporinas incluyendo cefepime y cefpirome (Mammeri H. y cols., 

2006). 

Al contrario de lo que ocurre en E. coli, en algunas especies de 

enterobacterias como en Enterobacter cloacae y Citrobacter freundii la producción 

de altos niveles de β-lactamasas AmpC es debido a la inducción que ejercen 

algunos antibióticos β-lactámicos (los antibióticos β-lactámicos varían de 

inductores muy fuertes a no-inductores). 
 

Especies de  enterobacterias  que producen β-lactamasas inducibles (Livermore 
D., 1995): 
 

- Citrobacter freundii 
- Serratia marcescens 
- Enterobacter spp.  
- Hafnia alvei 
- Morganella  morganii  
- Proteus vulgaris 
- Providencia spp. 
- Proteus penneri 

 
Pero la expresión de AmpC también puede ser alterada por otros compuestos  

influyendo por lo tanto en la sensibilidad a los antibióticos β-lactámicos. Además 

de se ha descrito que existe una disminución de la producción de la β-lactamasa 

AmpC-cromosómica en cepas que expresan el fenotipo de múltiple resistencia a 

antimicrobianos. 
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En este sentido, se ha descrito que el salicilato, además de inducir del 

fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos, reduce la expresión de la 

enzima AmpC en cepas de la especie Morganella morganii llevando a un 

incremento en la sensibilidad a los antibióticos β-lactámicos, aún cuando la 

expresión de las porinas este reprimida. Recientemente se ha observado que 

compuestos como el 2,4 dinitrofenol otro inductor del fenotipo de múltiple 

resistencia a antimicrobianos y la ciprofloxacina también disminuyen la síntesis de 

AmpC en cepas de Citrobacter freundii. (Tavío MM. y cols., 2004¸ Tavío MM. y 

cols 2005). 

Otros autores también asociaron una menor expresión de AmpC asociada al 

desarrollo de fenotipos estables de múltiple resistencia intrínseca tal como se ha 

descrito en cepas de Citrobacter freundii (Tavío MM. y cols., 1999) y 

Pseudomonas aeruginosa  (Masuda N. y cols.,  2001).  

Trabajos previos han sugerido que cambios en los niveles citoplasmáticos de   

diversos precursores de la síntesis del peptidoglicano podrían estar asociados con la 

expresión de homólogos de MarA, y esto podría explicar el porque se encuentra 

disminuida  la síntesis de AmpC en las cepas con fenotipo de múltiple resistencia a 

antibióticos (Tavío MM.  y cols., 2004).  

Sin embargo, los sistemas de eflujo también podrían jugar un papel al 

expulsar a algunos sacáridos y/o péptidos precursores de la pared celular, 

reduciendo así la síntesis de la β-lactamasa AmpC como Masuda y cols., 2001 han 

sugerido. 

Independientemente de la causa, hay una relación entre el desarrollo de 

fenotipo de fenotipo de múltiple resistencia y la disminución de la expresión de β-

lactamase AmpC, pero se requerirán más estudios que clarifiquen el mecanismo de 

represión de síntesis de AmpC por los inductores marRAB (Tavio MM. y cols., 

2004). 

β-lactamasas AmpC mediada por plásmidos 

En la pasada década emergió un nuevo problema en las bacterias entéricas: se 

encontraron enzimas β-lactamasas AmpC codificadas por plásmidos. La presencia 

de estas β-lactamasas AmpC en patógenos como Klebsiella, Proteus y Salmonella 

que anteriormente no portan el gen ampC llevaron a descubrir la existencia de  

plásmidos que portan los genes codificantes para esta enzima. Estos derivan de los 
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genes cromosómicos presentes en otros bacilos gram-negativos como Citrobacter 

freundii, Enterobacter cloacae y especies de Aeromonas (Pai H. y cols., 2004) 

 El número de infecciones causadas por bacterias gram-negativas productoras 

de β-lactamasas AmpC se ha incrementado durante los últimos 10 años (Padilla E. 

y cols., 2006). El fenotipo se caracteriza por resistencia a penicilinas, inhibidores 

de β- lactamasas, monobactams, cefalosporinas de espectro extendido como 

cefoxitina, cefotetan y ceftazidima (Babic M. y cols., 2006; Pai H. y cols., 2004). 

Los únicos β-lactámicos activos en estos casos son los carbapenems (imipenem, 

meropenem y ertapenem) y cefalosporinas Zwiteriónicas (cefepime y cefpirome) 

(Padilla E. y cols., 2006), sin embargo la cooperación con otros mecanismos de 

resistencia (alteración de la permeabilidad) hacen que la susceptibilidad a dichos 

antimicrobianos pueda verse disminuida pudiendo llegar a producir cepas 

resistentes a los mismos.  En la tabla 5 se muestran algunos ejemplos de β-

lactamasas AmpC mediadas por plásmidos.  

Tabla 4: β-lactamasas cromosómicas AmpC y su expresión en enterobacterias.              
(Livermore D.,  1995) 
 

 
Modo de expresión 

constitutiva 

 
Organismo 

 
Nombre 

 
Clase

 
Bush 

clasificación inducible
mínima moderada media 

E. coli AmpC C 1 - ● - o 
Shigella AmpC C 1 - ● - o 
Enterobacter 
spp. AmpC C 1 ● o - ө 

C. freundii AmpC C 1 ● o - ө 

M. morganii AmpC C 1 ● - - ө 
Providencia 
spp. AmpC C 1 ● o - o 

Serratia spp. AmpC C 1 ● - - o 
●: normal modo de producción, ө: frecuentes variables entre países, hospitales  
(se observan en el 10- 50 % de los aislamientos), o: raras (menos del 10 %),                      
-: desconocidas o solo algún informe aislado 
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Tabla 5: Ejemplos de β-lactamasas AmpC encontradas en elementos móviles 
(Livermore M., 2006). 
 

CLASE FUENTE EJEMPLOS 

CIT Citrobacter freundii CMY-2 a 7, LAT-1,3,4 

ENT Enterobacter spp. ACT-1, MIR-1 

FOX Aeromonas spp. FOX-1 A 5 

MOX Aeromonas spp. MOX-1, -2, CMY-1, y 8 

DHA Morganella morganii DHA-1, -2 
ACC Hafnia alvei ACC-1 

 
4.3.2 - Alteración en la permeabilidad de la membrana por pérdida 
o disminución de las porinas de la membrana externa 
 

En los bacilos gram-negativos, los antibióticos β-lactámicos deben atravesar 

la membrana externa para alcanzar los sitios diana anclados a la membrana interna, 

la composición de esta membrana dificulta la entrada de moléculas hidrofílicas.  

La entrada de estos antibióticos tiene lugar de forma pasiva a través de 

canales no específicos llamados porinas, porque al ser de naturaleza hidrófila no 

pueden atravesar la bicapa lipídica por simple difusión. Las principales porinas 

descritas en E. coli son OmpF y OmpC. El tamaño del antimicrobiano y del poro 

generado por las porinas son factores que influyen en la difusión del mismo por 

dichos canales, en E. coli se ha comprobado que antibióticos como ceftazidima, 

ceftriaxona y cefoperazona que difunden bien a través de la porina OmpF lo hacen 

mucho peor a través de la porina OmpC, que es de menor diámetro (Fuminobu Y. 

& Hiroshi N., 1985). 

En trabajos realizados con cepas mutantes de E. coli que sobre-rexpresan 

AmpC, se observó que la pérdida de OmpF y OmpC contribuye a incrementar de 8 

a 16 veces la resistencia a cefalosporinas, mientras que la pérdida de OmpF sólo 

incrementa la CMI de 2 a 4 veces. En dicho estudio se emplearon cepas de E. coli 

hiperproductoras de AmpC y carentes de OmpF, al valorar los niveles de 

resistencia a las cefalosporinas encontraron variación en los diferentes aislamientos 

a pesar de estar relacionados clonalmente.  

En estas cepas la actividad β-lactamasa y pérdida de la OmpF son factores 

que contribuyen a la resistencia pero no son mecanismos suficientes para explicar 

el fenotipo de resistencia observado, por lo que además deben existir otros 
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mecanismos que contribuyan al mismo como por ejemplo alteración en la 

expresión de PBPs o incremento en el  eflujo activo (Martinez Martinez L. y cols., 

2000). 

Por lo tanto la disminución en el número, modificación o pérdida de las 

porinas  produce una alteración en la permeabilidad celular y pueden ser una causa 

de resistencia o un factor que contribuya a la misma.  

La disminución de  la porina OmpF puede darse por ejemplo por mutaciones 

en el gen ompF observado que cepas mutantes de E. coli que adquieren niveles 

significativos de resistencia a los β-lactámicos (Nikaido H., 2003). Asimismo en las 

cepas de E. coli que expresan el fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos, 

también se observa una reducción en la cantidad de la porina OmpF de la 

membrana externa junto a la activación de sistemas de eflujo, por lo que 

manifiestan un incremento en la resistencia a una amplia variedad de 

antimicrobianos no relacionados estructuralmente como a tetraciclina, cloranfenicol, 

ácido nalidíxico, quinolonas y β-lactámicos.   

Un estudio realizado con cepas de E. coli ha descrito que la pérdida de la 

porina F no produce grandes incrementos en la resistencia a los β-lactámicos como 

meropenem e imipenem (de 2 a 4 veces), sin embargo cuando a E. coli se la 

transforma con un plásmido codificante de CphA (β-lactamasa), la pérdida de las 

porinas se asocia a un incremento mayor en la resistencia a dichos antibióticos ( de 

8 a 32 veces), sin embargo la presencia de dicha enzima no varia significativamente 

la sensibilidad a las cefalosporinas (ceftazidima, cefotaxima y ceftriaxona) en 

comparación con las cepas no transformadas, dejando ver también la poca afinidad 

de estos antibióticos por las CphA metalo-betalactamasas (Cornaglia G., 1992) 

Si bien los incrementos en la resistencia a β-lactámicos por alteración en la 

permeabilidad suelen ser moderados, es importante señalar que los 

microorganismos pueden desarrollar paralelamente otros mecanismos de 

resistencia como la producción de β-lactamasas y de esta manera alcanzar niveles 

de resistencia que suelen ser clínicamente relevantes (Sabiha Y. Essack, 2001). 

 Ver capítulo 2: Papel de OmpF en la resistencia a antimicrobianos en E. coli. 
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4.3.3 - Sistemas de eflujo activo 
 

Los mecanismos de expulsión consisten en bombas de eflujo, dependientes de 

energía, que bombean al antimicrobiano al exterior. Los sistemas de eflujo están 

divididos hasta la fecha en 5 familias:  

- Transportadores tipo ABC (ATP- binding cassette) 

- Facilitadores mayores (MFS) 

- Resistencia-Nodulación-División (RND) 

- Staphylococcal (o Small) multidrug resistance (SMR) 

- Extrusión de múltiples drogas y compuestos tóxicos (MATE). 

Los miembros de la familia RND,  la mayoría exclusivamente cromosómicos, 

están ampliamente distribuidos entre las bacterias gram-negativas, y aparentemente 

son los sistemas que más contribuyen a incrementar la resistencia bacteriana a 

muchos de los antimicrobianos usados en la práctica médica.  

En las bacterias gram-negativas los sistemas de eflujo activo contribuyen a 

disminuir la sensibilidad a estos antibióticos, pero esta resistencia también se ve 

influenciada por el tipo de β-lactámico y la naturaleza y actividad de las β-

lactamasas presentes en la cepa. 

El sistema de eflujo AcrAB-TolC se expresa constitutivamente en E. coli y es 

responsable de la resistencia intrínseca a los β-lactámicos en esta cepa. Este sistema 

bombea hacia fuera algunos β-lactámicos que poseen múltiples grupos cargados y 

que experimentalmente han mostrado no atravesar la membrana citoplasmática 

Recientemente, el examen de la estructura de AcrB reveló la posibilidad que los 

transportadores RND puedan bombear hacia fuera sustratos desde el periplasma. 

Estos datos indican que el sistema AcrAB-TolC puede transportar β-lactámicos del 

periplasma al  medio externo por la proteína externa de membrana TolC (Nishino K. 

y cols., 2003). 

A su vez la resistencia observada en E. coli a los antibióticos β-lactámicos se 

ve afectada cuando se sobre-expresa el principal sistema de eflujo AcrAB, 

afectando sobretodo la concentración mínima inhibitoria (CMI) de aquellos que 

poseen sustituyentes lipofílicos (Mazzariol A.  y cols., 2000). Cuando se inactivan 

los genes que codifican para MexAB en P. aeruginosa o para AcrAB en E. coli, se 

observa que en P. aeruginosa disminuye la sensibilidad para ceftriaxona, 

cefoperazona, azlocilina, y carbenicilina en un factor de 8 a 128 mientras que en E. 

 82

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



coli disminuye para ampicilina y benzilpenicilina en un factor de  2 a 4 (Nikaido H., 

1998).  

Se hicieron estudios con cepas mutantes acr midiendo la susceptibilidad para 

diferentes β-lactámicos, resultado que la CMI de las cepas que no expresan AcrAB 

disminuía hasta 100 veces para aquellos antibióticos más lipofílicos como ser 

nafcilina y cloxacilina, mientras que la sensibilidad para los β-lactámicos con 

cadenas laterales mas hidrofílicas (cefazolina, penicilina N) no se vio demasiado 

alterada en comparación con las cepas que sí expresaban AcrAB (Nikaido H., 

1998). 

En otros estudios también se ha observado que la inactivación de acrAB en cepas 

de E. coli hace que disminuyan las CMI en un factor de 128 para cloxacilina, 512  

para Oxacilina, 32 para Mezlocilina, 16 para piperacilina y cefuroxima, 4 veces 

para carbenicilina y cefoxitina, 2 veces para penicilina G, cefaloridina y 

cefoperazona. La CMI para cefsulodin, ceftriaxona, cefmetazole, ceftazidima, 

cefazolina, cefepime, cefpirome e imipenem no varió en estas cepas en 

comparación con la cepa origen de E. coli (Mazzariol A.  y cols., 2000). Todos 

estos trabajos demuestran que AcrAB tiene como sustrato preferencial los β-

lactámicos con cadenas laterales más lipofílicas y que el imipenem es un pobre 

sustrato de este sistema de eflujo.  

Recientes estudios manifiestan que la resistencia a cefuroxima en cepas de E. 

coli  (resistentes al ciclohexano) se redujo 2 veces por medio de inhibidores de 

eflujo (MC-207.110), lo que sugiere que otros mecanismos de eflujo también 

contribuyen a la resistencia (Poole K., 2004; Kallman O., 2003).  

El compuesto L-fenilalanina-L-Arginina-β-naftilamida (PAβN o MC-207,110) 

fue el primer inhibidor caracterizado para as bombas RND de P. aeruginosa 

(Ueada O., 2005; Giske GC. y cols., 2005; Mamelli L., 2005) pero además tiene 

actividad sobre los transportadores RND de diversas especies bacterianas (Lee A. y 

cols., 2000) entre ellos el sistema AcrAB-TolC en E. coli (Lomovskaya O., 2001), 

además se observó que los inhibidores CCCP y MC-207,110 también disminuían 

de 2 a 4 veces la CMI a cefalexina en B. fragilis (Ueada O., 2005). Las bombas 

RND utilizan la energía del gradiente protónico transmembrana para la expulsión 

de drogas. Aquellos compuestos que interrumpan este gradiente son considerados 

inhibidores de los sistemas de eflujo, sin embargo es importante resaltar que el 

modo de acción de MC-207,110 no se basa en esta interrupción, observándole a su 
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vez un efecto adicional llamado “habilidad de permeabilizar la membrana externa 

bacteriana” (Lomovskaya O., 2001). 

La sobre expresión del sistema de eflujo AcrAB-TolC también se observa en 

cepas de E. coli con fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos, que como 

se mencionó anteriormente contribuye a incrementar la resistencia a diversos 

antimicrobianos no relacionados estructuralmente, entre ellos los  β-lactámicos (Ma 

D y cols., 1995; Okusu H. y cols., 1996), pero en E. coli además de AcrAB existen 

otros sistemas de eflujo protón dependiente pertenecientes a la familia RND que 

también interaccionan con la proteína de membrana externa TolC y que están 

involucrados en la resistencia a los antibióticos β-lactámicos como ser: AcrEF, 

AcrD, MdtEF, MdtABC. Los mejores sustratos de estos sistemas también son los 

antimicrobianos con cadenas laterales más lipofílicas. Experimentalmente se 

observó que cuando se inactiva tolC en cepas de E. coli, aunque se sobre expresen 

estos sistemas de eflujo RND, la CMI para los antibióticos β-lactámicos no se ve 

alterada en comparación con la cepa origen sensible, demostrando que TolC es el 

elemento indispensable en el desarrollo de la resistencia para los antibióticos 

sustratos de estos sistemas de eflujo (Kunihiko N. y cols., 2003). 

Por otro lado hasta el momento los sistemas de eflujo EmrAB y EmrKY de la 

familia MFS y  MacAB de la familia ABC aunque también interaccionan con TolC, 

parecen no intervenir en la resistencia a β-lactámicos en cepas de E. coli, puesto 

que las CMIs para antibióticos como ampicilina, oxacilina cloxacilina, nafcilina, 

carbenicilina, sulbenicilina, cefuroxima, cefamandole, cefotaxima, cefmetazole, 

aztreonam y faropenem no se vio alterada por la sobre expresión de estos sistemas 

de eflujo. Aunque en realidad faltan estudios de la influencia de este tipo de 

sistemas sobre la resistencia a los β-lactámicos (Kunihiko N. y cols., 2003).  
 
4.3.4 - Alteración del sitio diana 

 
Las principales dianas de los antibióticos β-lactámicos son grupo de 

enzimas conocidas colectivamente como PFPs o PBPs (penicillin-binbing-proteins) 

llamadas así porque se fijan de forma covalente e irreversiblemente a la penicilina, 

estas proteínas están mayoritariamente ancladas a la membrana interna y poseen 

sus sitios activos disponibles en el espacio periplásmico. Las funciones de las PBPs 

en realidad son bastante diversas e incluyen actividad transpeptidasa, 

transglicosidasa, y carboxipeptidasas. Estas enzimas son las responsables del 
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armado, regulación y mantenimiento de la estructura del peptidoglicano y son 

importantes en los procesos de diferenciación y división celular (Massova I. &  

Mbasshery S., 1998). 
 
Las bacterias tienen múltiples PBPs y se las suele clasificar en dos grupos 

de acuerdo a los pesos moleculares  en:  

 

1- PBPs de alto peso molecular (HMW PBPs 

 
2- PBPs de bajo peso molecular (LMW PBPs) 

 

En la tabla 6, figura 4 se clasifican las PBPs de E. coli de acuerdo al peso 

molecular y  la distribución de las mismas en geles  de SDS-PAGE 
 

proteína peso molecular aparente 
(kDa) 

PBP 1 91 

PBP 2 66 

PBP 3 60 

PBP 4 49 

PBP 5 42 

PBP 6 40 

PBP7 32 

 
Tabla 6: Peso moleculares de las 
proteínas de unión a penicilina en E. 
coli (Spratt Brian G., 1977.) 

 
                  Fig. 4: 

  Distribución de las PBPs de  
         E. coli en gel de SDS-PAGE. 

(Jacoby G.H. & Young K.D., 1988) 
 

Las siete PBPs clásicas de E. coli fueron observadas en geles de poliacrilamida por 

Spratt, quien nombró a estas en orden decreciente de peso molecular como PBPs 

1a, 1b, 2, 3, 4, 5, y  6. Recientemente se han caracterizado cinco PBPs adicionales 

identificadas y autentificadas por análisis genéticos y bioquímicos, estas incluyen 

la PBP 7 y su artefacto proteolítico PBP 8, DacD, AmpC and AmpH y PBP 1c 

(Young KD., 2001; Sabiha Y. Essack, 2001; Davies C. y cols., 2001; Denome S.A., 

1999). 
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1. PBPs de alto peso molecular (HMW PBPs): 
 

A las PBPs de alto peso molecular a su vez se las suele clasificar de acuerdo 

al número de reacciones que son capaces de catalizar, siendo de clase A las 

bifuncionales o sea las que tienen actividad glicotransferasa-transpeptidasa y las de 

clase B las PBPs monofuncionales que sólo poseen actividad transpeptidasa 

(Macheboeuf P. y cols., 2006). Las HMW PBPs (PBP1, PBP2 Y PBP3) son 

consideradas esenciales en la supervivencia de E. coli pues catalizan las etapas 

finales de la biosíntesis del peptidoglicano y están involucradas en procesos 

fisiológicos como elongación, septación y mantenimiento de la forma celular 

(Georgopapadakou NH., 1993) además de ser las dianas para la mayoría de los 

β-lactámicos.  

Las PBP1 son enzimas son de clase A (bifuncionales) mientras que las PBP2 

y PBP3 son de clase B (monofuncionales) (Ute Meisel y cols., 2003; Young K.D., 

2001). 

La PBP 1 ha sido resuelta en componentes genéticamente distintos, PBP1A, 

PBP1B y PBP1C, con funciones bioquímicas y fisiológicas similares, pero 

afinidades diferentes hacia antibióticos β-lactámicos (Ute Meisel y cols., 2003; 

Rechenberg MV., 2000; Georgopapadakou  NH., 1993) 

PBP1A y PBP1B no son esenciales para el crecimiento celular, pero las 

células que pierden ambas proteínas no son viables, indicando que tienen una 

función similar y esencial que no puede ser reemplazada por otra mureína sintasa, 

además las cepas mutantes que pierden alguna de estas proteínas, muestran 

fenotipos diferentes sugiriendo que participan en diferentes roles durante el 

crecimiento y división celular. Por ejemplo las mutantes sin PBP1B son más 

sensibles a los antibióticos β-lactámicos que aquellas mutantes carentes de PBP1A. 

Además se demostró que la PBP1B tiene mayor velocidad de transglicosilación y 

transpeptidación (Born P. y cols., 2006). Asimismo en cepas de E. coli se observó 

que la sobre-producción de una PBP1B inactiva conduce a la lisis de las células 

(Ute Meisel y cols., 2003). La PBP1C no ha sido completamente caracterizada 

(Young K.D., 2001). 

La PBP2 es una transpeptidasa codificada por el gen pbpA, existente en E. 

coli en un bajo número de copias aproximadamente unas 20 moléculas por célula, y 

no es una diana letal para muchos de los β-lactámicos, pero tiene funciones en la 
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fase inicial de la septación y es importante para el mantenimiento del aspecto 

bacilar en gram-negativos (Young K.D., 2001, Hiroyuki K. y cols., 2006).  

La PBP2 es el blanco del antibiótico β-lactámico amdinocillin o mecillian, 

que inhibe su actividad y por lo tanto las células crecen con morfología esferoidal, 

la misma morfología que se observa en las mutantes pbpA (Vinella D. y cols., 1992) 

 En bacterias gram-negativas, y particularmente en E. coli los antibióticos  

β-lactámicos que se unen específicamente a estas proteínas, como los 

carbapenemes, dan lugar a la formación de células esféricas o redondeadas (De 

Pedro Miguel A. y cols., 2001). El imipenem que se une principalmente a PBP2 y 

posteriormente a las PBPs 1A/1B. Ésto establece una notable diferencia con las 

amino-penicilinas y cefalosporinas, cuyo blanco principal es la PBP3. Esta 

propiedad tendría la ventaja, al menos teóricamente, pues no induciría la formación 

de filamentos. En E. coli, la PBP2 es la diana principal tanto de imipenem como de 

Meropenem, mientras que la PBP3 demuestra una mayor afinidad por meropenem. 

La PBP3 es una proteína con actividad acil transeferasa y es esencial en la 

división y en la síntesis de la pared celular. Esta proteína es específica y 

absolutamente requerida para la formación de septos en división celular (Young 

K.D., 2001; De Pedro Miguel A. y cols., 2001; Hiroyuki K. y cols., 2006). El gen 

que codifica para la PBP3, ftsI o pbpB, se encuentra próximo al grupo de genes 

requeridos para la síntesis de los precursores del peptidoglicano (por ejemplo, 

murE, murF, murG,  murC, y ddl) o para la división de célula y la formación del 

septo (por ejemplo, ftsW, ftsQ, ftsA, y ftsZ) (Liao X., 1996). A su vez la PBP3 es la 

diana preferencial de penicilinas, cefalosporinas y monobactamas, su inhibición 

bloquea la septación y por lo tanto, conduce a la formación de largos filamentos no 

septados (De Pedro Miguel A. y cols., 2001; Spratt Brian G., 1977). PBP3 de E. 

coli no tiene ninguna actividad transglicosilasa, por que durante la síntesis del septo 

de peptidoglicano, esta PBP trabajaría en conjunto con una PBP clase A, PBP1A o  

PBP1B o ambos que aportan la actividad la transglicosilasa (elongación de la 

cadena) (Marrec-Fairley M., 2000). Recientes estudios sugieren que la PBP3 

interaccionaría con la PBP1B formando un complejo proteico que intervendría 

junto a otras proteínas en la división celular (Ute Bertsche y cols., 2006). 

En resumen la PBP3 es esencial en la división celular y su carencia no 

puede ser compensada por la PBP2. La PBP2 es necesaria para la elongación y no 

puede ser sustituida por la PBP3. La PBP1A y PBP1B se encuentran activas 
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durante ambos procesos de elongación y división celular, la deleción de ambas 

resulta letal para la célula, pero a la inversa de las otras dos PBPs esenciales, la 

carencia de una de ellas puede ser compensada por la otra (Ute Bertsche y cols., 

2006). 
 
PBP3 y su papel en la resistencia a antimicrobianos en E. coli: 
 

La PBP3, es codificada por el gen pbpB (ftsI) localizado a 1,8 min. en el 

mapa cromosómico de E. coli (Hayashi Shigeru y cols, 1988), y normalmente se 

sintetiza en bajo número de copias de 50 a 100 por célula. Esta proteína tiene un 

peso molecular de aproximadamente 60 kDa (Fig. 5) y se ha comprobado que su 

hiperproducción no resulta nociva para E. coli (Marrec-Fairley M., 2000).   

Liao X. & Hancock R., 1997 para evaluar la afinidad de los β-lactámicos 

por las PBPs usaron un parámetro definido como I50 (a menor I50 mayor afinidad). 

Los resultados indicaron que los antibióticos aztreonam y ceftazidima se unen 

preferentemente a la PBP3 tanto en E. coli como P. aeruginosa, mientras que 

cefsulodin solo actúa sobre la PBP3 de P. aeruginosa no teniendo influencia sobre 

la PBP3 de E. coli, asimismo se observó que cefepime se une con igual afinidad a 

la PBP3 de E. coli que a la PBP1A de Ps. aeruginosa (Liao X. & Hancock R., 1997; 

Georgopapadakou N. y cols., 1982). Cuando estos antibióticos inhiben a la PBP3 

se forman largos filamentos, puesto que lo que se inhibe es la formación de septos. 

Por lo que la PBP3 juega un papel importante en la sensibilidad a antibióticos de β-

lactámicos y en la morfología bacteriana (Pucci M. y cols., 1991). Para investigar 

cual era el efecto de la sobre-expresión de la PBP3 sobre E. coli y P. aeruginosa se 

hicieron experimentos con cepas mutantes que sobre expresaban PBP3 y a su vez 

no presentaban actividad β-lactamasa, y se les determinó la sensibilidad a los 

antibióticos betalactámicos (CMI), como aztreonam, ceftazidima, cefepime 

comparándolos a su vez con imipenem (PBP2) y cefaloridina (PBP1), 

observándose que la CMI se incrementaba de 2-8 veces para los antimicrobianos 

target de la PBP3 (4-8 veces para ceftazidima, 2 veces para cefepime, 2 para 

aztreonam) mientras que la CMI para imipenem y cefaloridina permanecía 

inalterada en estas cepas mutantes (Liao X.  & Hancock R., 1997). Esto quiere decir 

que se van a requerir concentraciones más altas de estos tres antibióticos para 

inhibir la sobreproducción de la PBP3 en estas cepas. 
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Fig. 5: hiperexpresión de PBP3, banda 
de  60 kDa en cepas de E. coli en geles 
de  SDS-PAGE  
A: coomasie blue  
B: fluorografía 

(Fraipont C., 1994) 
 

 
B 

A
  

2. PBPs de bajo peso molecular (LMW PBPs) 
 
Las PBPs de bajo peso molecular, son un grupo de enzimas asociadas a 

membrana interna con actividad carboxipeptidasas y endopeptidasas y su papel 

fisiológico es menos claro, y se piensa que jugarían roles regulatorios en las 

últimas etapas de la síntesis del peptidoglicano (Siligardi G. y cols., 1997), pero no 

son consideradas esenciales para el crecimiento bacteriano, ni tampoco se sabe cual 

es su participación en el mecanismo de acción de los β-lactámicos, de hecho se han 

seleccionado mutantes de E. coli carentes de estas proteínas. (Davies C. y cols., 

2001; Meberg B.M. y cols, 2004; Popham D.L. & Young K.D., 2003). Aunque en 

los últimos años se les esta adjudicando una mayor importancia pues nuevos 

estudios sugieren que estas PBPs serían necesarias para procesos como división y 

morfogénesis celular (Macheboeuf P. y cols., 2006). 

A estas 7 LMW PBPs (low-molecular-weight PBPs): PBPs 4, 5, 6, y 7, así 

como DacD, AmpC, and AmpH se  las divide de acuerdo a su actividad enzimática 

en: Tres enzimas monofuncionales con actividad carboxipeptidasa (PBP5, PBP6 y 

DacD), una enzima bifuncional carboxipeptidasa-endopeptidasa (PBP4), una 

enzima monofuncional endopeptidasa (PBP7) y dos que pertenecen a la familia 

clase C de  β-lactamas (AmpC y AmpH) (Young K.D., 2001; Nelson D.E. & Young 

K.D., 2001), aunque también las puede clasificar en 3 clases de acuerdo a la 

secuencia, clase A, clase B y clase C, de manera que la PBP5 es una enzima de 

clase A mientras que la PBP4 es de clase C (Hiroyuki K. y cols., 2006). 

Como se dijo anteriormente estas LMW PBPs no tienen un papel definido, no 

intervienen en la síntesis del peptidoglicano, sin embargo lo pueden modificar de 

diferente manera, la PBP5 remueve el residuo terminal D-alanina de las cadenas 

pentapéptidas (DD- carboxipeptidasas), y a pesar de ser la PBP más numerosa, su 
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pérdida no resulta letal para la célula, posiblemente porque  una o varias LMW 

PBPs compensarían su ausencia. El que E. coli sobreviva en ausencia de esta PBP 

implica que no posee algún papel fisiológico vital para la bacteria (Nelson D.E. & 

Young K.D., 2000). Asimismo la PBP4 y la PBP7 tienen la  función de romper los 

enlaces entre péptidos (endopeptidasas) generados por las PBPs de alto peso 

molecular durante la síntesis del peptidoglicano. 

 

La resistencia a β-lactámicos mediada por PBPs puede deberse a: 
 

 sobre expresión  de alguna de las PBPs, que obviamente requerirían una 
mayor concentración del β-lactámicos para su saturación.  

 
 Modificación de la afinidad de alguna de las PBPs  

 
 Deleción de genes que codifican alguna de las PBPs esenciales 

 
 Modificación en el perfil de PBPs con sustitución de alguna de las PBPs 

habituales 
 

 Síntesis de nuevas PBPs con afinidad selectiva por el sustrato fisiológico y 
escasa por los β-lactámicos 

 
La disminución de la afinidad de las PBPs por los β-lactámicos es un factor 

responsable de la resistencia en gram-positivos (Pechère JC., 1988). En bacterias 

gram-negativas, la modificación en la afinidad de las PBP, que puede darse por 

mutaciones puntuales, produce resistencia a los β-lactámicos, pero además se 

requiere una reducción en la permeabilidad bacteriana a dichos antibióticos para 

producir niveles de resistencia clínicamente relevantes. 

Si bien no es muy frecuente la resistencia  debido a modificación de la 

afinidad de las PBPs en bacilos gram-negativos, se observó que en cepas de P. 

aeruginosa aparecía resistencia a penicilina por disminución de la afinidad de su 

PBP3 (Godfrey AJ. y cols.,, 1981) y luego se detectó también que otras cepas de P. 

aeruginosa se hacían resistentes a imipenem durante el tratamiento con el mismo 

por alteración de su PBP2 (Pechère JC., 1988). En cepas mutantes de E. coli 

también se ha observado resistencia a cefalosporinas por alteración en su PBP3, 

estas proteínas presentaban cuatro diferentes sustituciones en sus aminoácidos, que 

conducían a una gran reducción en la afinidad  por los β-lactámicos (Malouin F. & 

Bryan LE., 1986). 
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Rol de las PBPs en la morfología bacteriana: 
 

Las bacterias sintetizan un exoesqueleto rígido de peptidoglicano, y una de 

las diversas funciones que posee éste es la de crear y preservar la morfología de la 

bacteria, además este puede sufrir cambios en respuesta a diferentes factores de 

estrés y su eventual fragilidad o inestabilidad lleva a la lisis celular (Macheboeuf P. 

y cols., 2006). La forma de la célula puede influenciar diferentes procesos como la 

motilidad, adhesión a superficies, dispersión en el medio ambiente, susceptibilidad 

a la predación y también podría afectar el normal curso de la infección microbiana 

(Meberg B.M. y cols., 2004). 

Se sugiere que las células utilizan dos sistemas para regular la forma de 

bacteriana. Una de ellas utiliza proteínas citoesqueléticas que se polimerizan como 

anillos o hélices en la cara interna de la membrana citoplasmática y aparentemente 

funcionan organizando y dirigiendo a las proteínas involucradas en la división y 

elongación celular. El segundo sistema esta compuesto por enzimas específicas 

involucradas la polimerización, modificación, degradación y reciclado del 

peptidoglicano (Meberg B.M. y cols., 2004). 

La división celular es el mecanismo por el cual la bacteria se separa en dos 

células hijas por un proceso llamado septación y para la formación de dicho septo 

se produce un cambio en la síntesis del peptidoglicano de longitudinal a la forma 

transversal (Fig.5). 

Las proteínas involucradas en la división celular cambian entre las especies 

bacterianas. En E. coli, intervienen al menos 12 proteínas en  la división celular 

FtsZ, FtsA, ZipA, ZapA, FtsK, FtsQ, FtsL, FtsB, FtsW, PBP3 (también llamada 

FtsI), FtsN y AmiC (Piette A. y cols., 2004; Pastoret S. y cols., 2004). 

Se postula que el principal mecanismo de división celular esta mediado por la 

proteína FtsZ, que forma un anillo polimérico que actúa como señal para la 

localización y posterior síntesis del septo del peptidoglicano, en este proceso 

intervienen diferentes proteínas (Fig.6). La división celular es un proceso complejo 

cuya  regulación también involucra a múltiples reguladores transcripcionales y de 

esta manera la bacteria pude modular su nivel de división. Se observó que existe un 

mecanismo de autoinducción empleado por E. coli para regular la transcripción del 

operon ftsQAZ y que es activado por la proteína regulatoria SdiA (suppressor of 

cell division inhibitor), que interacciona con el promotor  ftsQP2 in vivo. SdiA es 
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una molécula efectora producida por E. coli durante la transición de fase de 

crecimiento a fase estacionaria. 

La estimulación de ftsQAZ lleva a que se sinteticen las proteínas FtsQ, FtsA y 

FtsZ que como mencionamos anteriormente están implicadas en la división celular 

de E. coli (Sitnikov D., 1996). 

Cabe mencionar también que en las ciertas condiciones de cultivo de E. coli, 

la transcripción de ftsQP2 se regula negativamente. Esta observación sugiere que 

los medios de cultivo ejercen un efecto condicionante en la producción de 

sustancias reguladoras y que las bacterias además modulan su crecimiento por 

medio de  moléculas señales extracelulares (García-Lara y cols., 1996; Yamamoto 

K., 2001). 

 

 
 

Fig. 5: Localización del anillo FtsZ para la posterior división de la E. coli en 2 
células hijas (Aarsman Mirjam E.G. y cols., 2005). 

 
 
 
 
 
Fig.6: Proteínas 
reclutadas en la 
formación del septo 
durante la división 
celular en E. coli (Wissel 
Mark C. & Weiss D.S., 
2004) 
 
 

 Envoltur
a celular 

Anillo FtsZ 
 

 

Existen interacciones entre las proteínas involucradas en la división celular y 

en la síntesis del peptidoglicano (Fig. 7), recientemente se observó que la unión de 

 92

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



la proteína FtsZ al extremo C-terminal de FtsW refuerza la interacción de esta con 

PBP3, y esta unión podría ser el nexo entre la división celular y la formación del 

septo en las bacterias (Datta P. y cols., 2006). 

MltA

FtsZ

PBP3

FtsN

MipA

PBP1B

PBP3

FtsW

FtsA

Slt70, PBP7/8
hidrolasas de la 
capa de mureína 

( glicosilasas/ endopeptidasas)

proteína estructural

mureína sintasa
( transglicosilasa - transpeptidasa)

transpeptidasa especifica de la 
división celular

proteínas necesarias
para la

división celular 

Fig. 7: Interacciones entre
enzimas involucradas

en la síntesis del 
peptidoglicano 

y la división celular.
las fechas continuas

indican interacciones
conocidas entre

proteína – proteína, 
las flechas en puntos

indican posibles 
interacciones. 

( Bertsche U., 2006)

 
Dentro de las proteínas de unión a penicilina (PBPs) podemos hacer mención 

a dos ellas; la PBP2 y la PBP3 (Young K.D., 2003) ya que juegan roles importantes 

en la morfogénesis de la bacteriana; la PBP2 es la que dirige la elongación celular 

mientras que la PBP3 actúa durante la septación, catalizando uniones cruzadas 

entre los péptidos del septo de peptidoglicano de la pared durante la división 

celular  (Piette A.  y cols., 2004). Se puede suponer entonces que el balance entre la 

elongación y la septación es el que establecerá el diámetro de la bacteria. 

En los últimos años se han descrito formas aberrantes de E. coli, obtenidas 

por mutaciones, muchas veces generadas en tratamientos con diversas drogas, que 

pueden afectar la división celular, la replicación del ADN o la síntesis de su 

peptidoglicano (Young K.D., 2003). 

Cuando se alteran las proteínas involucradas en la división celular como la 

FtsZ o las proteínas de unión a penicilina (PBP) es de esperar se obtengan formas 

que difieran a la forma bacilar normal de la E. coli.  

Se han observado formas ramificadas, en forma de horquilla, curvadas y 

espiraladas cuando se generan mutantes de E. coli que sobre producen la proteína 

FtsZ (Young K.D., 2003). 

 93

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



Asimismo se observó que mutaciones en las PBPs también modifican la 

forma de la bacteria, las cepas mutantes de E. coli carentes de la PBP 2 o que la 

tengan inhibida por la presencia de antibióticos 

betalactámicos como imipenem o amdinocilina pierden la 

capacidad de elongarse y por ende adquieren forma 

redondeada (Fig.8) (Taschner P. y cols., 1988), ya que sólo 

esta activa la síntesis septal, este fenómeno es opuesto al 

que se observa cuando se inactiva la PBP3 (ya sea por 

inhibición ejercida en presencia de β-lactámicos como aztreonam, cefpirome, 

ceftazidima o por mutaciones) en cepas de E. coli, que al no poder sintetizar el 

septo adquieren la forma de largos bacilos (Fig.9) (Taschner P. y cols., 1988; 

Tormo A. y cols., 1986).  

 
     Fig. 8:  
Formas  

Esferoides  

Hasta el momento la hiperexpresión de la PBP3 no se 

asocia con cambios en la morfología de las células 

bacterianas, incluso se han seleccionado mutantes que 

hiperexpresan PBP3 y tienen mutada alguna de las 

proteínas involucradas en la síntesis septal (FtsQ, FtsW, 

etc.) y no manifiestan cambios en la morfología, o se observan bacilos ligeramente 

mayores (Piette A., 2004).   

Fig. 9: 
Formas de 

Largos bacilos 

Las alteraciones en las PBP1 no contribuyen demasiado en la morfología de 

la bacteria (Popham D.L. & Young K.D., 2003). 

Pero además de las PBPs  antes mencionadas, estudios recientes sugieren que 

el rol de las PBPs de bajo peso molecular (LMW PBPs), sería el de regular la 

morfología de la bacteria (Young K.D., 2003; Nilsen T.  y cols., 2004). Se han 

observado grandes aberraciones morfológicas en cepas de E. coli que pierden las 

LMW PBPs, se requiere la deleción de al menos 3 genes que codifiquen dichas 

proteínas, una de las cuales debe ser la PBP5 (Young K.D., 2003). En E. coli, la 

PBP5, una DD-carboxipeptidasa, es la que mantiene su forma bacilar de manera 

uniforme. (Meberg B.M. y cols., 2004; Popham D.L. & Young K.D., 2003). Por 

ejemplo las cepas mutantes de E. coli carentes de la PBP5, PBP4 y PBP7 poseen 

formas extraordinariamente irregulares (Young K.D., 2003), mientras que la sobre-

producción de PBP5 en cepas de E. coli produce formas esféricas y luego lisis 

celular (Hiroyuki K. y cols., 2006). 
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 95

Estudios recientes postulan que verdaderos cambios morfológicos se 

producen cuando se eliminan al menos dos funciones diferentes de la célula, es 

decir que en ausencia de la PBP5,  la PBP4 y la PBP7 (dos endopetidasas 

accesorias) tendrían el papel de enmascarar la pérdida de la PBP5 y así se podría 

moderar la forma celular (Popham D.L. & Young K.D., 2003; Young K.D., 2003). 

En los últimos años diferentes estudios sugieren que además de la pérdida de 

las PBPs, otra manera por la que se alteraría la morfología normal de las bacterias 

es mediante un incremento en la síntesis de algunas las PBPs. En  E. coli, los 

niveles de PBP1A a PBP5 permanecen  inalterados durante la fase estacionaria o se 

disminuyen con el tiempo, mientras que el nivel de PBP6 se encontró ser 2 a 10 

más alto en células de fase estacionaria que fase exponencial de crecimiento (Liao 

X., 1996). Posteriormente se observó que en cepas de E. coli, un incremento en 

PBP6 hace que la bacteria entre en fase estacionaria, altera la composición del 

peptidoglicano y afecta la relación existente entre la elongación y septación, 

creando células mas cortas (Popham D.L. & Young K.D., 2003) 

Se postula que el mecanismo por el cual la morfología se ve alterada es 

porque la deleción o sobre-producción de estas proteínas alterarían el balance de 

sustratos que actúan vía FtsZ o afectarían las reacciones mediadas por la misma, de 

manera que el septo no se puede situar en al lugar adecuado llevando a divisiones 

anormales y por lo tanto formas aberrantes (Nilsen T. y cols., 2004). 
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RESISTENCIA A QUINOLONAS 

 
5.1 Relación estructura y actividad 

5.2 Clasificación de las quinolonas 

5.3 Mecanismo de acción de las quinolonas  

5.4 Mecanismos de resistencia a quinolonas  

5.4.1 Resistencia de tipo cromosómico  

5.4.2 Resistencias basadas en el eflujo activo del fármaco  

5.4.3 Resistencia por alteración en la membrana externa 

bacteriana 

5.4.4 Resistencia a quinolonas mediada por plásmidos 

5.5 Otros efectos inducidos por las quinolonas: la respuesta SOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Las quinolonas son agentes antimicrobianos de síntesis química usados para el 

tratamiento de varios tipos de infecciones tanto en humanos como animales.  

Lesher en 1962 durante el proceso de purificación de la cloroquina descubrió el 

ácido nalidíxico, que fue destinado al tratamiento de las infecciones urinarias 

producidas por bacterias gram-negativas. A partir de este compuesto, han surgido 

un conjunto de compuestos análogos con actividad antibacteriana (Ball P., 2000). 

5.1 Relación estructura y actividad 

La estructura química básica de estos agentes es una estructura bicíclica 4-

oxo-1,4-dihidroquinoleína o 4-quinolona compuesta de dos anillos, uno de tipo 

piridona, con una ácido carboxílico libre en la posición 3, un átomo de nitrógeno en 

la posición 1, y un grupo carbonilo en la posición 4  y un segundo anillo, aromático, 

bencénico o de otro tipo. Para que el núcleo bicíclico se active es necesario que el 

nitrógeno de la posición 1 incorpore una cadena lineal o cíclica (Ball P., 2000). 

Las quinolonas poseen un esqueleto común, que determina su actividad 

antimicrobiana.  A continuación se muestra un esquema de los principales sitios 

que determinan la relación entre la estructura química y la actividad de las 

quinolonas. 
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Espectro 
antibacteriano Potencia general

Sitio de uniónPenetración celular
Afinidad girasa

 
  
 Fig. 1: Gráfico que muestra los principales sitios que determinan la 

relación estructura actividad de las quinolonas (modificado de Domagala 

JM., 1994).  

 

Las sustituciones o modificaciones químicas en las distintas posiciones de 

estos anillos pueden modificar las características farmacológicas como la actividad 

frente a los tipos de bacterias.  

Los grupos carboxilos C-3 y carbonilo C-4 son esenciales para la actividad 

bactericida, porque median la unión del complejo ADN-ADN girasa, el C-2 se 

encuentra muy próximo a éstos por lo que las modificaciones en este suelen ser 

menores, sin embargo la posición C-6 es un punto muy importante, porque la 

sustitución por un átomo de fluor parece estar asociada a una mayor actividad 

antibacteriana y a un mejor espectro de acción, respecto a otros sustituyentes como 

H, Cl, Br, COCH3, CN o NO2. El átomo de flúor también intensifica procesos 

como la penetración a través de la pared bacteriana y la inhibición de la ADN 

girasa.  En concreto se le atribuye un aumento de la inhibición de la ADN girasa y 

una mayor penetración en la célula. En la posición C-7 de la molécula los 

sustituyentes pequeños tienen una moderada actividad biológica, mientras que 

aquellas quinolonas que tienen un anillo heterocíclico en esta posición presentan 

una mayor actividad antibacteriana. Por último se ha demostrado que la potencia 

antibacteriana y la estabilidad de la molécula está enormemente influida por el 

sustituyente en la posición N-1 (Antimicrobianos en medicina; Appelbaum PC. & 

Hunter PA., 2000). 
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5.2 Clasificación de las quinolonas 

 relacionadas con su época de aparición, 

estr

nas de 1º generación

Se las suele agrupar en generaciones

uctura química y sobre todo con el espectro bacteriano (Mella MS. y cols., 

2000). 

Quinolo : este grupo está representado por las quinolonas más 

antiguas el ácido nalidíxico, ácido oxolínico, cinoxacina, ácido pipemídico, 

rosoxacina y flumequina. Presentaban espectro reducido frente a especies de 

enterobacterias y no sobre especies de implicancia clínica como la Pseudomonas y 

cocos gram-positivos. Se las uso en infecciones urinarias no complicadas. 

Quinolonas de 2º generación: luego aparecieron las fluoroquinolonas (FQ), entre 

generación

las que se encuentra la norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina, pefloxacina, 

enoxacina, fleroxacina, tomafloxacina, lomefloxacina, difloxacina y muchas otras. 

Estas quinolonas presentan un átomo de fluor e posición 6, que permite aumentar 

tanto la afinidad por sus blancos (topoisomerasa tipo II) como la capacidad de 

penetración al interior de la célula bacteriana, hasta 70 veces con respecto a las que 

no poseen fluor en esa posición y además poseen un sustituyente piperazinil o 

pirrolidin (diamida cíclica) en posición 7 del núcleo quinolónico. Estas quinolonas 

presentan mayor espectro bacteriano, mayor potencia, menor toxicidad y menos 

efectos secundarios 

Quinolonas de 3º : entre las que encontramos la sparfloxacina, 

º generación:

levofloxacina, gatifloxacina, moxifloxacina, grepafloxacina, pazufloxacina, 

tosufloxacina, temafloxacina, balofloxacina. Presentan mayor complejidad 

estructural que las de 1º y 2º generación,  tiene sustituyentes fluorados adicionales 

mejorando el espectro e acción contra cocos gram-positivos, pero algunas de ellas 

se han retirado del mercado por registrarse efectos tóxicos (esparfloxacina, 

grepafloxacina) 

Quinolonas de 4  se han sintetizado nuevos compuestos derivados de 

 estudio (ver Fig. 2) 

los anteriores que poseen mayor espectro de acción frente a anaerobios, abriendo la 

posibilidad de  tratamientos de infecciones mixtas. Entre los que se pueden 

nombrar la clinafloxacina, trovafloxacina (retirada del mercado), difloxacina, 

gemifloxacina, sitafloxacina y tosufloxacina (a algunas de las quinolonas de 3º 

generación suelen clasificarlas también como de 4º).  

Nota: Las quinolonas marcadas son las usadas en este
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En cambio si las clasificamos de acuerdo a la estructura química básica se 

pueden definir cuatro grupos diferentes, según el número y la posición de los 

átomos de nitrógeno de la molécula, todos ellos incluidos bajo la denominación de 

quinolonas.  

Estos grupos son los siguientes:  

 BENZOPIRIDONAS o QUINOLONAS: Contienen un único átomo de 

nitrógeno en la posición 1. Es, con mucho, el núcleo más utilizado en la 

síntesis de quinolonas.  

 NAFTIRIDINAS: Contienen un átomo de nitrógeno en las posiciones 1 y 8.  

 PIRIDOPIRIMIDINAS: Contienen un átomo de nitrógeno en las posiciones 

1, 6 y 8.  

 CINOLONAS: Contienen un átomo de nitrógeno en las posiciones 1 y 2. 

 

         Ácido Nalidíxico                               Ciprofloxacina 

 

                                              Norfloxacina    

 

                           

  

Lomefloxacina 

 

 

 Fig.  2: Estructura química de las quinolonas usadas en este estudio (Chu DT. y 

cols., 1989). 
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5.3 Mecanismo de acción de las quinolonas  

Para comprender el mecanismo de acción de las quinolonas es necesario tener 

en cuenta que el ADN bacteriano es una molécula que para acomodarse en el 

interior de la célula necesita condensarse mediante superenrollamientos negativos 

necesarios para la replicación (Hooper DC., 2000; Hawkey PM., 2003), éstos 

generan una gran tensión torsional que tiende a liberarse mediante la reconversión 

de esta energía en energía mecánica que rompe los puentes de unión entre los 

nucleótidos de las cadenas complementarias de ADN dando lugar a 

desnaturalizaciones locales de la hélice de ADN. En los procesos de replicación, 

transcripción, o reparación del ADN suelen producirse cambios en el estado 

topológico del ADN y éstos suelen ser eliminados por enzimas denominadas 

genéricamente como topoisomerasas. 

Las quinolonas ejercen su acción al penetrar en el citoplasma bacteriano 

mediante un mecanismo de difusión pasiva a través de los canales acuosos de las 

porinas o de la capa de los lipopolisacáridos (Nikaido H., 1993, Nordmann P., 

2005). Una vez en el interior de la célula actúan inhibiendo las enzimas ADN 

girasa y topoisomerasa IV, formando un complejo ternario entre quinolona, enzima 

y ADN bloqueando el proceso de replicación del ADN (Hawkey PM., 2003; Tran J. 

& Jacoby G., 2002), además al no poder compactarse el ADN bacteriano se 

produce como resultado una carencia de espacio en el citoplasma bacteriano 

incapaz de contener la estructura del ADN sin enrollar. 

 
 Topoisomerasas:  

 
Las Topoisomeras son enzimas necesarias para la viabilidad de todos los 

organismos, puesto que controlan y modifican el estado topológico del ADN por 

desenrollamientos y enrollamientos del ADN cromosómico (Wang JC., 1996).   

A las topoisomerasas se las puede dividir en dos clases dependiendo de si 

actúan en una hélice del ADN (tipo I) o en ambas (tipo II) (Nordmann P., 2005). 

Las topoisomerasas tipo I y III son enzimas tipo I, mientas que la girasa y 

topoisomerasa IV son enzimas tipo II. Las topoisomerasas de tipo II son esenciales 

para el crecimiento bacteriano, las topoisomerasas de tipo I no lo son, puesto que 

su pérdida puede compensarse por alteración de los genes de las topoisomerasas de 

tipo II (Ince D. & Hooper D., 2003). 
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 ADN girasa o topoisomerasa II 

 
La ADN girasa es un complejo tetramérico A2B2 (374 kDa), formado por dos 

monómeros A (GyrA) y dos monómeros B (GyrB ) codificados por los genes gyrA 

(2625 pb) y gyrB (2413 pb) estando ubicados ambos genes en el minuto 48 y 83, 

respectivamente del cromosoma de E. coli K-12 (Kevan L.,1980 ; Hawkey PM., 

2003). La proteína GyrA presenta una cabeza amino terminal y una cola carboxi 

proximal. Esta proteína es de tipo hélice-giro-hélice (HTH), y adopta diferentes 

topologías para permitir la apertura y el cierre a través del cual debe pasar el ADN. 

Las proteínas GyrA (97 kDa) y GyrB (90kDa) son las dianas de las 4-quinolonas y 

de las cumarinas, respectivamente (Reece J. y cols. 1991).  

Para que la ADN girasa ejerza su acción es necesaria la presencia de ambas 

subunidades y de ATP (Hawkey PM., 2003). La enzima ADN girasa es una 

topoisomerasa tipo II que cataliza el superenrollamiento negativo del ADN 

procariótico, utilizando la energía libre liberada de la hidrólisis del ATP. Así pues, 

la ADN girasa introduce superenrollamientos en la doble hélice dando lugar a la 

estructura tridimensional altamente condensada del ADN. Parece que las 

quinolonas inhiben la acción de la ADN girasa en la subunidad A, aunque ciertas 

quinolonas actúan también sobre la subunidad B. Las quinolonas al actuar sobre la 

subunidad A, impiden el cierre de los cortes producidos en el ADN, por lo que se 

inhibe su replicación (Sanders CC., 2001). En  estudios anteriores, se encontró que 

la ADN girasa es el principal sitio de acción de las quinolonas en E. coli, mientras 

que la actividad de estos sobre la topoisomerasa IV es limitada y sería un sitio 

blanco secundario en esta especie (Hooper DC., 2000). 

No me extenderé más en el apartado de resistencia a quinolonas por 

mutaciones en topoisomerasas porque ello no es objeto de este estudio. 

 
Mecanismo de acción de la ADN girasa en el proceso de replicación del ADN:  

 El proceso de superenrollamiento negativo se realiza en varias etapas. El 

primer paso es la interacción de la ADN girasa con el ADN de doble cadena. 

Seguidamente, el enzima rompe el ADN y se une covalentemente de forma 

transitoria a los extremos 5’ libres del ADN por medio de la tirosina 122 de la 

subunidad GyrA. El ADN pasa a través del punto de rotura. Por último, la rotura 

del ADN es sellada y la ADN girasa se disocia, lo que está condicionado por la 

 101

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



hidrólisis de dos moléculas de ATP, y de las dos subunidades GyrB que 

producirían un cambio conformacional del enzima. 

 Topoisomerasa IV 

La topoisomerasa IV, otra enzima de tipo II, es también un tetrámero C2E2, 

formado por dos subunidades C y dos E, codificadas por los genes parC y parE 

respectivamente (Hawkey PM., 2003). Para ejercer su acción al igual que la ADN 

girasa requiere la presencia de las dos subunidades y de  ATP.  

Esta enzima lo que hace es controlar la relajación del ADN ((Nordmann P., 

2005). Resulta interesante que los aminoácidos codificados por los genes parC y 

parE son homólogos a los codificados por gyrA y gyrB (Hopkins KL., 2005). 

Secuencias similares se sitúan especialmente alrededor de la región conocida como 

región determinante en la aparición de resistencias bacterianas a las quinolonas 

(QRDR, del inglés quinolone resistance-determining regions).  

Esta similitud en la secuencia de aminoácidos entre la ADN girasa y la 

Topoisomerasa IV, especialmente en las posiciones productoras de resistencia a las 

quinolonas de la proteína GyrA de la girasa, implica que las quinolonas pueden 

inhibir la actividad de la topoisomerasa IV tanto como la de la ADN girasa (Kato J. 

y cols., 1990; Yoshida H. y cols., 1990). 

 
5.4 Mecanismos de resistencia a quinolonas  

Debido al amplio espectro de actividad que presentan las quinolonas, estás 

han sido utilizadas para el tratamiento de una amplia variedad de infecciones 

producidas por bacterias gram-negativas, entre ellas E. coli. De manera que las 

bacterias resistentes a las quinolonas aparecen en clínica como resultado del uso 

indiscriminado de las mismas. 

Para ejercer su efecto citotóxico las quinolonas deben penetrar la membrana 

bacteriana para alcanzar su diana celular, ADN girasa o topoisomerasa IV, y de 

esta forma inducir la muerte celular. Por lo que, las resistencias a las quinolonas, 

pueden ser debidas a mutaciones que afecten cualquier paso de este proceso 

(Webber M. & Piddock L., 2001). 

Se han descrito varios mecanismos de resistencia bacteriana a las quinolonas 

tanto intrínsecos como adquiridos, y éstos pueden agruparse en cuatro grupos, 

siendo los tres primeros los más frecuentemente descritos hasta la fecha (Webber M. 

& Piddock L., 2001; Ince D. & Hooper D., 2003): 
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4.1  Resistencia de tipo cromosómico 

4.2  Resistencias basadas en el eflujo del fármaco  

4.3  Resistencia por alteración en la membrana externa bacteriana 

4.4  Resistencia a quinolonas mediada por plásmidos 

 

Estos mecanismos de resistencia pueden manifestarse solos o en combinación, 

si bien se considera que in vivo el aumento en los niveles de resistencia a las 

quinolonas debe ser el resultado de la acción simultánea de varios mecanismos (Fig. 

3). 

 

 
Fig. 3: Esquema de los mecanismos de resistencias a quinolonas en E. coli  

(Wojciechowski MF. y cols., 1991). 
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5.4.1- Resistencia de tipo cromosómico  

La resistencia adquirida a las quinolonas suele manifestarse mediante 

mutaciones cromosómicas que afectan a los genes blancos de estos antimicrobianos. 

En bacterias gram-negativas la ADN girasa parece ser el blanco preferido de las 

quinolonas mientras que la topoisomerasa IV lo es en las bacterias gram-positivas 

(Hooper DC., 2000; Hawkey PM., 2003). De manera que no es casual que la 

alteración de las subunidades de estas enzimas sea el principal mecanismo de 

resistencia encontrado en aislamientos clínicos, mutaciones en el gen gyrA, que 

codifica la subunidad A de la ADN girasa (GyrA), es el más común en la 

resistencia a quinolonas por bacterias gram-negativas (Tavío MM. y cols., 1999, 

Yoshida H. y cols., 1990), mientras que mutaciones en parC, el gen que codifica la 

subunidad C de la topoisomerasa IV (ParC) es más frecuentemente encontrado en 

los gram-positivos (Sanders CC., 2001). Mutaciones en el dominio N-terminal de 

GyrA o en el extremo C-terminal de GyrB aumentan los niveles de resistencia a 

quinolonas, generalmente de 4 a 8 veces. En E. coli, las mutaciones en la 

topoisomerasa IV no confieren por si solas aumentos en la resistencia, pero 

multiplican las atribuibles a GyrA, incrementándola a su vez de 4 a 8 veces (Tran J. 

& Jacoby G., 2002). 

También se han observado mutaciones que afectan a la subunidad B (GyrB) 

de la ADN girasa o a la subunidad E de la topoisomerasa IV (ParE) pero son menos 

comunes de encontrar y generalmente son secundarias a las mutaciones en las otras 

2 subunidades (Antimicrobianos en medicina; Sanders CC., 2001; Kern WV. y cols., 

2000).  

Esta modificaciones se producen en determinadas secuencias de aminoácidos, 

en ciertas regiones de las topoisomerasas, denominadas regiones determinantes de 

la resistencia a quinolonas (“quinolone Resistance determining regions” o QRDRs). 

Estas regiones están comprendidas entre los aminoácido 67 y 106 en GyrA, siendo 

los aminoácidos 83 y 87 los más frecuentemente involucrados. Las sustituciones 

más comúnmente encontradas en la ADN girasa de E. coli son: Ser83Phe, 

Ser83Leu (Li Xian-Zhi, 2005), Asp87Asn (Tavío MM. y cols., 1999; Li Xian-Zhi, 

2005), Ser83Ala, Ala83Val (Tavío MM. y cols., 1999). Similares regiones QRDR 

se encuentran en regiones análogas en ParC (Nakamura S., 1997; Wolfson JS. & 

Hooper DC., 1989). 
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En el proceso de selección de resistencia, las mutaciones producidas en los 

genes que codifican la principal enzima blanco generan resistencia a las quinolonas, 

sin embargo en pasos sucesivos se producen mutaciones que afectan también a los 

genes codificantes de la segunda diana, y como resultado de estas dobles 

mutaciones se obtienen cepas con altos niveles de resistencia a quinolonas 

(Oethinger M. y cols., 2000, Hooper DC., 2000). 

Como mencionamos anteriormente las mutaciones en gyrA, son las primeras 

mutaciones visibles dentro de una cadena de eventos que conduce a mayores 

niveles de resistencia a quinolonas, pero dentro de eventos suelen producirse 

mutaciones en otros genes, como en el operón marRAB. Como se mencionó en 

capítulos anteriores cuando se sobre expresa marA, las cepas de E. coli expresan 

incrementos en la resistencia a diferentes antimicrobianos no relacionados 

estructuralmente, entre los que encontramos a las quinolonas. Si bien los niveles de 

resistencia a fluoroquinolonas producidos por la sobre-expresión de marA son 

menores a los obtenidos por mutaciones puntuales en gyrA, cuando ambas 

mutaciones se manifiestan al mismo tiempo se observan efectos multiplicativos en 

la resistencia a las mismas (Oethinger M. y cols., 2000). 

Una mutación adicional puede producirse en genes que codifican sistemas de 

eflujo activo (Yang S. y cols. 2003).  Se observó que las cepas de E. coli adquieren 

los mayores niveles de resistencia a fluoroquinolonas cuando además de las 

mutaciones anteriores (gyrA, marRAB) sobre-expresan el sistema AcrAB, su 

principal sistema de eflujo activo (Oethinger M. y cols., 2000). 

 
5.4.2- Resistencia basada en la expulsión activa de los fármacos 

Las quinolonas, difunden hacia el citoplasma de la célula, ya sea a través de las 

porinas o por difusión pasiva atravesando la bicapa lipídica, pero estas vías de 

acceso pueden ser contrarrestadas por un mecanismo de transporte transmembrana 

protón-dependiente, que tiende a expulsar las quinolonas al medio externo, 

evitando su acumulación citoplasmática.  

Si bien las mutaciones en los genes codificantes de los blancos son el 

principal mecanismo de resistencia a quinolonas, se observó que cuando a cepas de 

E. coli se les delecionaba el gen acrAB, por más que posean dichas mutaciones, 

éstas disminuían marcadamente la resistencia a fluoroquinolonas, demostrando así 
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el importante papel que tiene dicho sistema de eflujo activo como mecanismo de 

resistencia (Oethinger M. y cols., 2000). 

En E. coli, el principal sistema de eflujo es AcrAB-TolC, esta bomba expele 

una gran variedad de fármacos desde el interior celular al medio externo, 

incluyendo las quinolonas, presumiblemente a través del canal TolC de la 

membrana externa (Nikaido H. & Zgurskaya HI., 2001;  Nikaido H., 1996). 

Cuando el sistema Acr se sobre expresa puede incrementarse el eflujo de los 

antimicrobianos, contribuyendo así a una mayor resistencia de E. coli a las 

quinolonas (Ellington MJ., 2006). 

Este sistema está sujeto a varios niveles de regulación, es modulado por su 

represor ArcR y por reguladores globales como las proteínas MarA, SoxS, Rob o 

SdiA. El locus acrAB suele considerarse como  parte de los regulones mar, sox, rob 

y sdiA (Olliver A. y cols., 2004), de manera que alteraciones en el sistema 

regulatorio MarA, SoxS, Rob y SdiA pueden causar incrementos en la resistencia a 

quinolonas (Nordmann P., 2005).  

Las cepas de E. coli con mutaciones en acrR o en los locus mar (múltiple 

resistencia a antimicrobianos), sox y rob o bien la sobre-expresión de sdiA tienen 

aumentada la expresión de los genes acrA y acrB. Por lo tanto es de esperar que las 

cepas de E. coli que expresan el fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos 

presenten resistencia a quinolonas no sólo debido a una disminución en la entrada 

de las quinolonas a la célula por pérdida de las porinas sino por un aumento en la 

salida del fármaco a través de estas bombas de expulsión (Jellen-Ritter AS. & Kern 

WV., 2001). 

Existen otros sistemas de eflujo en E. coli homólogos a acrAB que también 

podrían estar involucrados en la resistencia a quinolonas (YhiV, acrEF y acrD) 

(Webber M. & Piddock L., 2001). Se observó que la sobre expresión de AcrAB, 

MdfA o NorE, que pertenecen a diferentes familias de transportadores, producen 

un incremento de 3 a 6 veces en la resistencia a fluoroquinolonas y que la sobre-

expresión simultanea de un sistema perteneciente a la familia RND (como es 

AcrAB) y un sistema tipo MFS (como es MdfA) producen incrementos 

multiplicativos sobre al resistencia a drogas. La sobre-expresión simultanea de 

AcrAB y MdfA en cepas de E. coli incrementa de 8 a 11veces la resistencia a 

norfloxacina y ciprofloxacina, similar a lo que ocurre cuando se sobre-expresa 

AcrAB y NorE donde el incremento  fue de 7 a 11 veces. Pero la resistencia a 
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algunas fluoroquinolonas como ofloxacina, levofloxacina y sparfloxacina no se vio 

afectada por la sobre-expresión de ninguno de estos tres sistemas activos de 

expulsión, indicando que estos medicamentos no son buenos sustratos de dichos 

sistemas de eflujo activo (Yang S. y cols., 2003). 

 

5.4.3- Resistencia por alteración en la membrana externa bacteriana 

Las mutaciones en las regiones determinantes de la resistencia a quinolonas o 

QRDRs en las enzimas girasa o topoisomerasa IV no son los únicos mecanismos 

que desarrollan los microorganismos frente a la acción de estos agentes 

bactericidas, pues la resistencia a quinolonas puede estar condicionada por los 

procesos de transporte a través de la membrana.  

Las quinolonas hidrofílicas, atraviesan la membrana de las bacterias gram- 

negativas a través de los poros de las porinas OmpF y OmpC. Así los cambios de 

permeabilidad de la membrana externa generados por alteración tanto en la 

cantidad como en la naturaleza de las porinas, generan resistencias a quinolonas de 

bajo nivel (Hawkey PM., 2003).  

Las variaciones en las porinas pueden generarse como resultado de 

alteraciones en los genes que codifican (ompF) o regulan (micF) a las porinas, a 

través de las que difunden las quinolonas más hidrofílicas como las 

fluoroquinolonas (Mitsuyama J. y cols., 1992). Se han observado que mutantes de 

E. coli resistentes a quinolonas hidrofílicas tenían a su vez reducción en el número 

de porinas OmpF en la membrana externa (Cohen SP. Y cols., 1989), sin embargo 

la sensibilidad de las cepas de E. coli permanecía sin variaciones en cepas carentes 

de la OmpC (Hirai K y cols., 1986).  Se observó que la pérdida de OmpF 

contribuye a aumentar la resistencia de 2 a 4 veces a aquellas quinolonas que 

utilizan esta vía de ingreso como norfloxacina, ciprofloxacina, ofloxacina, etc. 

(Hirai K. y cols., 1986). 

Las moléculas hidrofóbicas en cambio pueden utilizar una ruta alternativa de 

difusión a través de la bicapa lipídica gracias a su capacidad de quelación del 

magnesio, que se encuentra en la membrana externa estabilizando el 

lipopolisacárido (Nikaido H. y cols., 1993; Chapman JS. & Georgopapadakou NH., 

1988). Asimismo se observó que las mutantes deficientes de LPS (rugosas) eran 

más susceptibles a las quinolonas hidrofóbicas que las cepas origen, sugiriendo que 

el pasaje de las quinolonas a través de la membrana externa no esta limitada por las 
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porinas (Mitsuyama J.  y cols., 1992).  Diferentes evidencias asocian cambios en la 

estructura del LPS como un factor que contribuye a variar la sensibilidad a las 

quinolonas (Tavío MM. y cols., 1999; Chenia y cols., 2006). Los datos sugieren que 

cuanta más alta es la hidrofobicidad de la quinolona, mayor es la actividad 

antibacteriana contra las mutantes deficientes de LPS. Las diferencias en la 

susceptibilidad, entre estas mutantes y la cepa origen, se observaron cuando los 

compuestos hidrofóbicos tenían coeficientes de partición mayores a 2.0, tales como 

ácido nalidíxico. Sin embargo la sensibilidad a las quinolonas más hidrofílicas 

como norfloxacina y ciprofloxacina no se vieron afectadas por cambios en la 

estructura del LPS (Hirai K. y cols., 1986).  

Estos datos sugieren que la alteración en la estructura del LPS de la 

membrana externa afecta la permeabilidad de quinolonas hidrófobas tales como el 

ácido nalidíxico.  

Las cepas de E. coli que expresan fenotipo de múltiple resistencia a 

antimicrobianos presentan resistencias cruzadas con una gran variedad de 

antimicrobianos hidrofílicos e hidrofóbicos no relacionados estructuralmente, entre 

ellos las quinolonas y aunque en estas cepas se han observado bajos niveles de 

resistencia a fluoroquinolonas, éstos se suelen considerar como los primeros pasos 

en el desarrollo de mayores niveles de resistencia clínicamente significantes 

(Goldman JD. y cols., 1996). Asimismo otros estudios mostraron que cepas de E. 

coli con elevada resistencia a las fluoroquinolonas aisladas de muestras clínicas, 

expresaban el fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos e incremento en la 

tolerancia a los solventes orgánicos (Kern WV. y cols., 2000).   

Las mutaciones que afectan la permeabilidad confieren bajos niveles de  

resistencia a las quinolonas, pero favorecen a aparición de resistencias cruzadas a 

otros antimicrobianos no estructuralmente relacionados (Cohen SP. y cols., 1989; 

Maneewannakul K. & Levy SB., 1996) y suelen considerarse como el primer paso 

en una serie de eventos que llevan a que las cepas supervivientes muten y 

adquieran valores de resistencia clínicamente significativos. 

 
5.4.4- Resistencia a quinolonas mediada por plásmidos  

El primer caso de resistencia mediada por plásmidos fue identificado en 1994 

en una cepa de Klebsiella pneumoniae de origen urinario en Birmingham (Estados 

Unidos) (Nordmann P., 2005), pero este tipo de resistencia, si bien es poco 
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frecuente, se la evidenció también en diferentes enterobacterias como en E. coli, 

Citrobacter freundii y Enterobacter cloacae (Corkill J. y cols., 2005). Con este 

hallazgo, y siendo relativamente nuevo, se abrió un mueva era en los mecanismos 

de resistencia a quinolonas. 

El gen responsable de la resistencia a quinolonas mediada por plásmidos (PMQR 

[plasmid-mediated quinolone resistance]) es llamado qnr o qnrA y está ubicado en 

un plásmido en una zona tipo integrón. El producto de este gen es una proteína de 

218 aminoácidos conocida como QnrA cuya función es proteger a la ADN girasa y 

topoisomerasa IV (Ellington MJ., 2006; Nordmann P., 2005; Corkill J. y cols., 

2005) de la inhibición por quinolonas (Li Xian-Zhi, 2005; Cheung T. y cols., 2005). 

 QnrA pertenece a una familia de proteínas con presentan repeticiones 

pentapeptídicas. Este tipo de proteínas, si bien han sido caracterizadas en diferentes 

especies bacterianas, son particularmente comunes en las cianobacterias y 

presentan una estructura apropiada para la interacción entre proteínas (Nordmann 

P., 2005). Pero además de QnrA se han caracterizado otras variantes como QnrB 

en cepas de E. coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Citrobacter 

koseri, y QnrS en Shigella flexneri es QnrB y QnrS comparten el 40% y 59% 

respectivamente con la secuencia aminoacídica de QnrA (Nordmann P., 2005). 

Se observó que la presencia del plásmido pMG252 (portador del gen qnr) 

incrementa de 4 a 8 veces la resistencia a ácido nalidíxico y a otras 

fluoroquinolonas (Tran J. & Jacoby G., 2002; Martinez Rodríguez JM. y cols., 

2003), incluso en otros estudios se citaron incrementos de 32 veces (Robicsek A y 

cols., 2005), sin embargo estos incrementos son insuficientes para convertir cepas 

de Enterobacteriaceae de susceptibles a resistentes a quinolonas, pero la 

importancia de este gen qnrA es que facilita la selección de cepas mutantes con 

mayores niveles de resistencia (Robicsek A y cols., 2005). 

Si bien la presencia de este plásmido produce incrementos en la resistencia a 

quinolonas, en otros trabajos se observó que las cepas “Qnr positivas de origen 

clínico” poseían mayores niveles de resistencia que las “Qnr positivas 

transconjugantes”, y ésto es debido a que la resistencia plasmídica complementa a 

los demás mecanismos de resistencia que posee la bacteria como mutaciones en 

gyrA o gyrB, pérdida de porinas o alteración en los sistemas de eflujo teniendo un 

efecto adicional sobre la resistencia manifiesta por dichas cepas clínicas (Tran J. & 

Jacoby G., 2002; Nordmann P., 2005).  
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También son especialmente importantes otros dos miembros de la familia de 

pentapéptidos. Uno es McbG, un componente que protege a la bacteria de la 

microcina B17 (MccB17). Las microcinas son pequeñas proteínas inhibitorias (≤ 

10 kDa), que son codificadas por plásmidos bacterianos y difieren en el mecanismo 

de acción (Jacoby G., 2003). MccB17 es un péptido modificado post-

transcripcionalmente que bloquea la replicación del ADN y puede como las 

quinolonas inhibir a la ADN girasa. En este mecanismo están involucrados al 

menos tres genes: mcbE y mcbF (involucrados en el eflujo de este pentapéptido 

hacia el exterior celular) y mcbG (que protege a la célula de microcinas externas). 

Se observó que las cepas bacterianas que portan un plásmido con los genes 

mcbEFG incrementan de 2 a 8 veces los niveles de resistencia a ciertas 

fluoroquinolonas como la sparfloxacina (Tran J. & Jacoby G., 2002). Asimismo se 

observó que cepas de E. coli que portaban el plásmido pMG277 (plásmido portador 

de mcbG) incrementaban la resistencia a sparfloxacina, pero no afectaban la 

susceptibilidad a ciprofloxacina o ácido nalidíxico, también se vio que las cepas 

que poseían el plásmido pMM39 (portador de los genes mcbABCDEFG) mostraban 

disminuida en 2 veces la sensibilidad a sparfloxacina (Jacoby G., 2003).  

Un segundo miembro de esta familia, descrito más recientemente, es MfpA 

(una proteína clonada de Mycobacterium smegmatis) que puede contribir a la 

resistencia a quinolonas usando sistemas de eflujo (Nordmann P., 2005). Se ha 

descrito que los plásmidos que codifican para dicho pentapéptido pueden 

incrementar hasta 4 veces los niveles de resistencia a ciprofloxacina (Tran J. & 

Jacoby G., 2002).QnrA comparte el 19,6% y 18,9% se homología con McbG y 

MfpA respectivamente (Nordmann P., 2005). 

Es de destacar que diversas cepas de enterobacterias “qnrA positivas” a su 

vez expresan β-lactamasas de espectro extendido inhibidas por ácido clavulánico 

(ESBLs) como SHV-5, SHV-7, VEB-1 (Nordmann P., 2005), SHV-12 (Corkill J. y 

cols., 2005), CTX-M (Cheung T. y cols., 2005) o han sido asociadas a β-lactamasas 

plasmídicas AmpC (Corkill J. y cols., 2005). Si bien el número de cepas estudiadas 

hasta la fecha sigue siendo bajo y no se ha encontrado una base genética que 

vincule a ambos mecanismos, existe un considerable nivel de asociación entre éstos 

que podrían en un futuro explicar en parte la resistencia a cefalosporinas de amplio 

espectro y a fluoroquinolonas que expresan muchas de las enterobacterias 

(Nordmann P., 2005; Lavigne Jean-Philippe y cols., 2006). 
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Si bien en la actualidad las cepas de enterobacterias qnr positivas son poco 

frecuentes (menor al 2 %) (Corkill J. y cols., 2005), la posibilidad de la 

localización de este gen qnr dentro de plásmidos y/o integrones puede facilitar la 

diseminación por transferencia horizontal entre las cepas y por ende puede 

contribuir en un futuro a la diseminación de la resistencia a fluoroquinolonas 

(Hopkins KL. y cols., 2005; Li Xian-Zhi, 2005; Poirel L. y cols., 2006; Poirel L. y 

cols., 2005; Mammeri H. y cols., 2005). 

5.5 Otros efectos inducidos por las quinolonas: la respuesta SOS 

La primera acción de las quinolonas en la acción bactericida es la inhibición 

de la síntesis del ADN debido a la interacción del fármaco con la ADN girasa 

bacteriana. Dicha interacción genera lesiones en el ADN, lo que induce la respuesta 

SOS como consecuencia de este efecto.  

El sistema SOS es un regulón integrado por más de 30 genes que responde a 

lesiones en el ADN. La expresión de dichos genes no es constitutiva, sino inducida 

por un gran número de lesiones existentes y tienen como objetivo el codificar 

proteínas involucradas en la reparación del ADN, recombinación, mutagénesis y 

mantener la viabilidad celular, hasta que el daño haya sido completamente reparado 

(Piddock L. &  Wise R, 1987). Con la activación de estos genes se consigue reparar 

las lesiones generadas por las quinolonas y garantizar la supervivencia de la célula 

(Dmitry V. y cols., 1998).  

La inducción de este sistema SOS empieza cuando la replicación del ADN es 

bloqueada y se acumulan regiones en el ADN de cadena sencilla (ssADN) que 

actúan como señal inductora se la respuesta SOS. Se cree que la proteína RecA 

reconoce dichas secuencias de ssADN y formaría un complejo ternario con el 

ssADN y un nucleósido trifosfato, lo que provocaría un cambio conformacional 

reversible de la proteína RecA. De este modo RecA pasa a la forma activa RecA* 

que posee actividad coproteásica (Palejwala VA. y cols., 1995; Wojciechowski MF. 

y cols., 1991). La coproteasa RecA* interacciona con LexA y promueve la 

autohidrólisis produciéndose una rotura entre los residuos Ala-84 y Gly-85 del 

dominio carboxi terminal (Wojciechowski MF. y cols. 1991). 

Una vez que se han reparado las lesiones disminuye la cantidad de RecA*, se 

incrementa la de LexA activa y el sistema vuelve a estar reprimido.  
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6.2 Estructura y función del  operón mar 

6.3 MarR  

      6.3.1- Familia MarR/SlyA  

      6.3.2- Características estructurales de la proteína MarR  

      6.3.3- MarR y la  regulación del operón mar 

6.4 MarA 

      6.4.1- Familia XylS/AraC 

      6.4.2- MarA y  la regulación del operón mar 

      6.4.3- Características estructurales de MarA  

6.5 MarB y MarC 

B. Operón soxRS 

C. Otras proteínas regulatorias homólogas a MarA y SoxS: Rob 

A. Operón marRAB 

6.1 Introducción 
Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que se hospeda en diferentes 

ecosistemas y hospedadores. Esta bacteria entérica sobrevive en ambientes ricos en 

agentes nocivos como sales biliares, detergentes y ácidos grasos (Fralick J., 1996). 

En orden a satisfacer sus necesidades de supervivencia ante diferentes condiciones 

ambientales, esta especie presumiblemente ha desarrollado diferentes locus 

regulatorios que controlan las respuestas ante dichas situaciones de estrés como 

cambios de temperatura, pH, estrés oxidativo, bajos niveles de oxigeno y fuentes de 

energía, presencia de solventes orgánicos, antimicrobianos, desinfectantes entre 

otros (Barbosa T. & Levy SB., 2000). 

Algunos de estos sistemas regulatorios son Mar, SoxRS, SOS, OxyR y Fur 

que tienen la capacidad  de producir una respuesta global por activación o represión 

de múltiples genes en el cromosoma bacteriano (Barbosa T. & Levy SB., 2000; 

Michán C. y cols., 2002). 
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Hasta hace algún tiempo, la múltiple resistencia a antimicrobianos era sólo 

atribuida a la adquisición de plásmidos, transposones o integrones. Pero en los 

últimos años se han descubierto evidencias de la existencia de sistemas intrínsecos 

que confieren múltiple resistencia a antimicrobianos (Randall LP. & Woodward 

MJ., 2002; Alekshun M. & Levy SB. 1997). El primero de estos sistemas 

cromosómicos “locus mar” fue descrito por primer vez en E. coli, aunque 

posteriormente se ha identificado en otros miembros de la familia 

Enterobacteriaceae como Salmonella, Shigella, Klebsiella, Citrobacter, Hafnia y 

especies de Enterobacter. Muchas de estas especies comúnmente halladas en el 

ambiente extra-hospitalario y la mayoría de ellas patógenas para el hombre y 

animales (Randall LP. & Woodward MJ., 2002; Barbosa T. & Levy SB., 2000; 

Goldman J. y cols. 1996). 

El operón mar es esencial para la adquisición del fenotipo de múltiple 

resistencia a antimicrobianos (fenotipo Mar) en muchas especies de bacterias.  

Se observó que cuando se hacía crecer a cepas de E. coli en medios de cultivo 

conteniendo concentraciones subinhibitorias de cloranfenicol o tetraciclina, podían 

desarrollar cepas mutantes que expresaban bajos niveles de resistencia tanto a los 

agentes selectivos, como a rifampicina, ácido nalidíxico, puromicina, ampicilina, 

cefalotina, penicilina G y a minociclina. A estas mutantes con frecuencia de 

mutación entre 10-6-10-7 se las denominó “Mar” por la múltiple resistencia que 

mostraban a diferentes antimicrobianos. Sin embargo cuando a estas mutantes 

“Mar” se las sometía a continuos pases en la misma o mayor concentración del 

antimicrobiano se observaba que incrementaban sus niveles de resistencia a los 

antimicrobianos citados (Randall LP. & Woodward MJ., 2002, Goldman J. y cols., 

1996; Alekshun M. & Levy SB., 1997). 

El operón mar está involucrado en la respuesta adaptativa de las bacterias 

frente a antimicrobianos, así como a diferentes situaciones posibles en el medio 

ambiente, como los cambios de temperatura, pues su expresión es mayor a 30ºC 

que a 37ºC (Alekshun M. & Levy SB. 1997). 

La sobre-expresión del operón mar (inducido en respuesta a estímulos 

ambientales o por mutaciones naturales debido a la presión selectiva ejercida por 

antimicrobianos) conduce a que las cepas expresen el fenotipo de múltiple 

resistencia a antimicrobianos.  
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Diferentes estudios llevados a cabo hasta la fecha demuestran que este operón 

está implicado en la resistencia a diversos antimicrobianos no relacionados 

estructuralmente como cloranfenicol, cefalosporinas, tetraciclina, ácido nalidíxico, 

fluorquinolonas, penicilinas, puromicina, rifampicina, así como en la resistencia a 

desinfectantes, a solventes orgánicos como el ciclohexano, y a compuestos 

derivados del estrés oxidativo.  

Aunque las cepas con este fenotipo expresan bajos niveles de resistencia a 

diversos antimicrobianos no relacionados estructuralmente, conservan el potencial 

de mutar espontáneamente para adquirir mayores niveles de resistencia. 

Por lo que la activación del operón mar puede ser el primer paso dentro de 

una serie de procesos que llevan a que a que cepas las cepas adquieran niveles 

clínicamente significantes de resistencia a quinolonas y a otros antimicrobianos 

muy usados en la terapéutica médica y que podrían suponer el fracaso del 

tratamiento antibiótico (Alekshun M. & Levy SB., 1997; Goldman J., 1996; Cohen 

S. & Levy SB., 1993).  

 
6.2 Estructura y función del  operón mar 

El locus mar (1.636 Kbp) localizado a 34 min. en el mapa genómico de E. 

coli, consiste en dos unidades transcripcionales divergentemente posicionadas que 

flanquean al operador marO, denominadas marC y marRAB, reguladas por 

diferentes promotores (PmarI y PmarII respectivamente). 

La unidad marC codifica una proteína integral de membrana interna de 221 

aminoácidos MarC cuya función se desconoce, aunque  parece contribuir al 

fenotipo Mar (Múltiple Antibiótica Resistencia) en algunas cepas (Randall LP. & 

MJ. Woodward, 2002; Goldman J. y cols., 1996; Alekshun M. & Levy SB. 1997). 

La otra unidad transcripcional marRAB, codifica dos proteínas regulatorias, 

el represor MarR de 144 aminoácidos, al activador transcripcional MarA de 127 

aminoácidos, y a una pequeña proteína MarB de 72 aminoácidos de función 

desconocida,  aunque se observó que cuando se expresa en conjunto con MarA, los 

niveles de resistencia a antimicrobianos aumentan levemente (Randall LP. & 

Woodward MJ., 2002; Goldman J. y cols., 1996; Balagué C. & Véscovi EG., 2001). 
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Fig. 1: Representación esquemática del locus mar en E. coli. (Randall LP. & MJ. 
Woodward, 2002). 
 

6.3 MarR  

6.3.1- Familia MarR/SlyA 
La proteína MarR es un miembro de una nueva familia de proteínas 

regulatorias (familia MarR) que han sido identificadas en una gran variedad de 

bacterias patógenas.  

La familia MarR/SlyA de reguladores transcripcionales agrupa proteínas 

procarióticas de unión al ADN que controlan una variedad de funciones biológicas.  

Como su nombre lo indica, Mar (Múltiple resistencia a antimicrobianos), algunas 

de las proteínas de esta familia regulan la expresión de genes que tienen que ver 

con  la resistencia a múltiples antimicrobianos, solventes orgánicos, desinfectantes, 

detergentes y a agentes del estrés oxidativo como MarR y EmrR en E. coli o MexR 

en Pseudomonas aeruginosa, sin embargo otras proteínas de esta familia están 

implicadas en  la adhesión a tejidos específicos (PapX en E. coli), en la expresión 

de hemolisina (SlyA en E. coli y S. typhimurium), en la producción de proteasas 

(Hpr en B. subtilis)  y en la esporulación (Hpr en B. subtilis) (Alekshum M. y cols. 

2000; Wilkinson SP. & Grove A., 2004). 

Las proteínas dentro de la familia MarR además de poseer funciones 

similares, tienen la característica de interaccionar con compuestos fenólicos por lo 
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que la actividad de algunos de estos represores también es antagonizada por el 

salicilato.  

Como ejemplos de  homólogos de MarR podemos mencionar a Ec17kd y 

MprA (EmrR) que cuando se expresan en plásmidos reprimen la expresión de 

marRAB en E. coli (Alekshun M. & Levy SB. 1997; Alekshum M. y cols. 2000), así 

como también PecS y HpcR que también son proteínas con funciones represoras 

(Asako H. y cols., 1997). 

 
6.3.2- Características estructurales de la proteína MarR 

La proteína prototipo de esta familia es MarR de E. coli. Esta proteína 

homodimérica interacciona con el ADN adquiriendo una estructura hélice-giro-

hélice alado (HTH alado). Esta proteína posee 6 hélices α y 3 cadenas β. (Godsey, 

Michael H., 2002). 

Su estructura secundaria puede describirse de la siguiente manera: α1-α2-β1-

α3-α4-β2-giro-β3-α5-α6  donde  α denota  hélices alfa y  β cadenas betas (Fig. 2). 

El dominio β1-α3-α4-β2-giro-β3  de esta proteína  es el que interaccionaría con el 

ADN, mientras que las cadenas α1-α2 y α5-α6 son los dominios de dimerización. 

(Bordelon Tee y cols., 2006; Alekshun MN. y cols., 2001; Gajiwala KS. & Burley 

SK., 2000). 

 

 
Fig. 2: Estructura del Homo dímero MarR (Alekshun MN. y cols., 2001). 
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6.3.3- MarR y la regulación del operón mar 
Esta proteína regula negativamente la expresión del operón marRAB, además 

de regular su propia expresión. MarR se une como homodímero a 2 sitios de la 

región promotor/operador (marO) de dicho operón. Éstos son denominados sitio I y 

sitio II. El sitio I esta posicionado entre las regiones -35 y -10 del promotor del 

operón marRAB que es un sitio ideal para prevenir el acceso de la ARN polimerasa 

a las secuencias necesarias para la transcripción y el sitio II incluiría el sitio de 

unión del ribosoma (Alekshum M. y cols. 2000; Wilkinson S.P. & Grove A., 2004). 

Cuando MarR se une marO, se reprime la expresión del locus marRAB.  Esta unión 

puede ser inhibida por medio de mutaciones en marR  o en marO, o exponiendo a 

la bacteria a diferentes compuestos que inhiban la unión de MarR al operador, entre 

estos compuestos se encuentra el salicilato como principal inductor del locus mar. 

(Randall LP. & Woodward MJ., 2002).  

El salicilato es un compuesto fenólico de peso molecular: 160.10, que se une 

reversiblemente al represor MarR e inhibe su interacción con el ADN (Fig. 3), por 

lo que al no ejercer su función represora, se puede transcribir el operón marRAB.  

 

MarR+ MarR-salicilato 

 
 
Fig. 3: Representación esquemática de la interacción reversible entre el salicilato 

de sodio y la proteína MarR 
 

Pero además del salicilato se han descrito otros posibles inductores del 

operón marRAB, como ser: cloranfenicol (Randall LP. & MJ. Woodward, 2002; 

Alekshun M. & Levy SB., 1997; Sulavik M. y cols., 1997), tetraciclina (Randall LP. 

& MJ. Woodward, 2002; Alekshun M. & Levy SB., 1997; Sulavik M. y cols., 1997), 

acetaminofen (Randall LP. & MJ. Woodward, 2002; Alekshun M. & Levy SB., 

1997; Sulavik M. y cols., 1997), benzoato de sodio (Randall LP. & MJ. Woodward, 

2002; Tavio M., J. Vila y cols., 2004; Alekshun M. & Levy SB., 1997; Sulavik M. y 

cols., 1997), 2,4 dinitrofenol (desacoplante) (Randall LP. & MJ. Woodward, 2002; 

Alekshun M. & Levy SB., 1997; Sulavik M. y cols., 1997), cinamato (precursor del 
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salicilato en las plantas) (Randall LP. & MJ. Woodward, 2002; Alekshun M. & 

Levy SB., 1997), carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona (desacoplante) 

(Randall LP. & MJ. Woodward, 2002, Alekshun M. & Levy SB., 1997; Sulavik M. y 

cols., 1997), menadiona (Randall LP. & MJ. Woodward, 2002; Alekshun M. & 

Levy SB., 1997, Sulavik M. y cols., 1997), paraquat y plumbagin (agentes del 

estrés oxidativo) (Randall LP. & MJ. Woodward, 2002; Alekshun M. & Levy SB., 

1997; Sulavik M. y cols., 1997), diazepam (benzodiazepina) (Tavio MM. y cols., 

2004), ácido clofibrico (hipolipémiante), ácido etacrínico (diurético) y ácido 2,4-

diclorofenoxiacétcio (herbicida) (Balagué C. & Véscovi E.G, 2001) y 

acetilsalicilato (analgésico)  (Wilkinson S.P. &  Grove A., 2004). 

El inductor natural de este operón no se conoce, aunque se postula sea un 

derivado de las naftoquinonas presentes en las plantas, que tienen actividad 

antibacteriana (Randall LP. & MJ. Woodward, 2002). 

Entonces una vez que la represión  del operón marRAB es inhibida, se induce 

el operón que como resultado lleva a la hiperproducción de la proteína MarA.  

6.4 MarA 

6.4.1- Familia XylS/AraC 
Podemos decir que las proteínas que pertenecen a esta familia, excepto por 

algunas excepciones,  funcionan como activadores transcripcionales. 

Las proteínas de esta familia activan diversos genes, algunos de los cuales 

están involucrados en la resistencia a antimicrobianos u agentes del estrés oxidativo, 

otros están relacionados con  el metabolismo  de compuestos carbonados o en la 

patogénesis microbiana (Alekshun M. & Levy SB., 1997, Martin R. & Rosner JL., 

2001). 

En términos generales podemos decir que estas proteínas poseen dos 

dominios, uno “no conservado” que tiene que ver con el reconocimiento de señales 

u compuestos efectores y en la dimerización, y el otro dominio “conservado” que 

contiene los residuos que forman los motivos hélice-giro-hélice (HTH: Motivo 

estructural compuesto de dos hélices α separadas por un giro ß corto 

característico de diversas proteínas con función reguladora que se unen al ADN) 

para  interaccionar con el ADN (Tobes Raquel y Ramos Juan, 2002). La mayoría 

de las proteínas de esta familia requieren la presencia de dos motivos hélice-giro-

hélice (HTH) para interaccionar con el ADN y así ejercer su acción regulatoria, 
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como generalmente poseen un motivo hélice-giro-hélice por monómero es 

necesario que muchas de ellas formen dímeros para ejercer su acción regulatoria 

(Gallegos M. y cols., 1997) en cambio otras proteínas de esta familia son activas 

como monómeros (Martin R. & Rosner JL., 2001). 

En la tabla 1 están resumidos los miembros de la familia XylS/AraC 

presentes en  E. coli, así como las  funciones que regulan cada una de estas 

proteínas. 
 

6.4.2- Características estructurales de MarA 
La proteína MarA (15,4 kDa.) al igual que SoxS, RamA y OrfR (TetD) 

pertenecen a esta familia XylS/AraC de activadores transcripcionales y son las 

proteínas más pequeñas dentro de esta familia, poseen entre 106 y 166 aminoácidos 

(Alekshun M. & Levy SB., 1997; Gallegos M. y cols., 1997).  

Además de su tamaño MarA posee otras características que la diferencian de 

las demás proteínas de la familia XylS/AraC. MarA no posee el dominio de 

dimerización, es por ello que interacciona con al ADN como monómero, está 

proteína posee los dos dominios hélice-giro-hélice (HTH) de unión al DNA 

separados por una larga cadena α-hélice (hélice α4) en la misma cadena 

polipeptídica, y utiliza  a ambos dominios en la interacción con el ADN. MarA está 

compuesta por siete α-helices (Godsey MH. y cols., 2002). (Fig. 4 B), los 

subdominios amino y carboxilo de esta proteína son los que contienen los motivos 

hélice-giro-hélice (HTH) que interaccionan con el ADN (Rhee S. y cols., 1998) 

(Fig. 4 A). 
 
6.4.3- MarA y  la regulación del operón mar 

En E. coli MarA controla la expresión de más de 60 genes cromosómicos. El 

76% de ellos muestran incrementada su expresión por acción de MarA, mientras 

que  el 24% restante la disminuyen (tabla 3). Sin embargo sólo los genes 

implicados en el menor influjo o mayor eflujo de sustancias son considerados 

importantes en el fenotipo Mar pues son los involucrados en aumento de la 

resistencia a antimicrobianos, desinfectantes y solventes orgánicos.  

En la Tabla 2 se clasifican funcionalmente algunos de los genes afectados por 

MarA y en la Fig. 5 se observa la distribución y localización cromosómica de 

dichos genes (Barbosa T. &  Levy SB., 2000). 
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HTH

-  
C-terminal

HTH 
N-terminal 
 

MarA

A                                                                       B 

 
Fig. 4: Proteína MarA (A). Las secciones en rojo muestran los sitios de  
interacción de los HTH con el ADN (Alekshun M. & Levy SB., 2004). (B) Muestra 
las 7 α-hélice y su orientación en la molécula (Rhee S. y cols., 1998). 
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Tabla 1: Miembros de la familia AraC/XylS presentes en  E. coli (Gallegos M. y 
cols., 1997) 

FUNCIÓN PROTEÍNAS 
FAMILIA AraC/ XylS

METABOLISMO DE COMPUESTOS CARBONADOS 

Azucares 
Arabinosa 
Celobiosa 
Melibiosa 
Ramnosa 
Xilosa 

 
AraC 
CelD 
MelR 
RhaR 
XylR 

Aminoácidos 
Arginina 

 
Adiy 

Alcoholes 
Ácido Parahidroxifenilacético 

 
               HpaA 

PATOGÉNESIS 

 
 
 
Fimbrias 
 
 

AfrR 
AggR 
CfaD 
CsvR 
FapR 
PerA 
Rns 

Producción de ureasa UreR 

RESPUESTA AL ESTRÉS 

Agentes alquilantes Ada 
Estrés oxidativo SoxS 
Tolerancia a antimicrobianos, solventes orgánicos, y 
metales pesados 

MarA 
Rob 

Cambios de temperatura EnvY 
Transición de fase exponencial a fase estacionaria de 
crecimiento Appy 

FUNCIÓN DESCONOCIDA 

 

Yfeg 
Yhiw 
Yhix 
Yidl 
Yijo 
Ymcr 
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Tabla 2: Clasificación funcional de los genes afectados por MarA (Barbosa T. & 
Levy SB., 2000) 
 

 
FUNCIÓN FISIOLÓGICA 

 
GENES 

regulados por MarA 

 

Metabolismo energético 

 

 

aceE, aceF, ackA, acnA,aldA, fumC 

glpD, gltA, mdaA, ndh, pflB,pgi.zwf 

 

Biosíntesis de cofactores 

 

 

accB, oba, hemB, gshB, ribA, ribD 

 

Catabolismo de compuestos de carbono galK, galT 

Biosíntesis y metabolismo de aminoácidos tnaA, tnaL 

Biosíntesis de ácidos grasos fabB 

Biosíntesis de nucleótidos guaB, purA 

Adaptación inaA 

Proteínas de transporte 
gatA,gatA, fecA, mglB, mtr, srlA2, 

tolC, yadG, yadH, ydeA, b3469 

Protección/ adaptación acrA, marA, marB,marR, nfnB, sodA, tpx 

Envoltura celular ompF, ompX 

Constituyentes de ribosomales rimK, rplE 

Síntesis y modificación de macromoléculas map 

 

No clasificados 

 

 

b0357, b0447, bo853, mdaB, yhbW 

 

Que codifican proteínas de función 

desconocida 

b1448, b2530, b2889, b2948, ybjC 

yfaE, yggJ 

 

 122

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



 
 

Fig. 5: Distribución cromosómica y localización de los genes afectados por MarA. 

El círculo interno  representa el cromosoma de E. coli K12 dividido en intervalos 

de 1 min., mientras que el círculo externo esta dividido en intervalos de 100.000 

residuos nucleotiditos (Barbosa T. & Levy SB., 2000). 
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Tabla 3: Genes de E. coli, cuya expresión esta regulada por MarA (Barbosa T. & 
Levy SB., 2000). 
 

Genes regulados positivamente 
por MarA 

Genes regulados negativamente 
por MarA 

acnA 
acrA 
aldA 
b0447 
b0853 
b1448 
b2889 
b2948 
cobU 
fumC 
galK 
galT 
gatA 
gatC 
gltA 
gshB 
hemB 
inaA 
map 
marA 
marB 
marR 
mdaA 
mdaB 
mglB 
mtr 
nfnB 
ompX 
pflB 
pgi 
ribA 
ribD 
rimK 
sodA 
srlA2 
tnaA 
tnaL 
tolC 
tpx 
yadG 
yadH 
ybjC 
ydeA 
yfaE 
yggJ 
yhbW 
zwf 

accB 
aceE 
aceF 
ackA 
b0357 
b2530 
b3469 
fabB 
fecA  
glpD 
guaB 
ndh 
ompF 
purA 
rplE  
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La hiperexpresión de MarA resulta en la múltiple resistencia a antimicrobianos, 

colorantes, desinfectantes y en la tolerancia a solventes orgánicos mediante los 

siguientes mecanismos MarA (Barbosa T. & Levy SB., 2000; Tavío MM. y cols., 

2001):  

• Alteración en la permeabilidad de la célula: por disminución de la síntesis de 

porina OmpF en la membrana externa. 

• Inducción de sistemas de eflujo de antimicrobianos: al incrementar la 

expresión del sistema AcrAB /TolC entre otros. 
 
Alteración de la permeabilidad bacteriana: 

• Regulación de la síntesis de  porinas de la membrana externa (Omp) : 

En las bacterias gram negativas las porinas constituyen el canal hidrofílico de 

incorporación de nutrientes. Estos canales no específicos de difusión acuosa son 

aprovechados en la terapéutica para introducir antimicrobianos en la célula 

bacteriana permitiendo que ejerzan su acción sobre el sitio blanco intracelular. Así 

antimicrobianos relativamente hidrofílicos pueden atravesar con facilidad la 

membrana externa bacteriana. Las mutaciones que reducen la expresión de porinas 

pueden generar resistencia a diversas drogas en microorganismos gram negativos. 

En E. coli la porina F (OmpF) constituye el canal mayor e interviene de manera 

predominante en la penetración de la mayoría de los Antimicrobianos. Las porinas 

también sirven como receptores de ciertos bacteriófagos. Las porinas C y F se 

ensamblan como trímeros en la membrana externa y ambas son similares en 

estructura y función. Sin embargo una diferencia clave entre ellas es el diámetro del 

poro que generan, mientras la OmpF posee 1,2 nm, el de OmpC es de 1,1 nm. Esta 

pequeña diferencia resulta en una tasa de difusión decenas de veces más rápida a 

través de OmpF que a través de OmpC (Nikaido H., 1996). 

Como mencionamos en capítulos anteriores, los niveles de expresión de las 

porinas son influenciables por una variedad de condiciones ambientales como 

cambios de pH, osmolaridad, temperatura y presencia de ciertas toxinas. Un 

segundo tipo de regulación de porinas se produce en respuesta a cambios de 

temperatura. Este mecanismo involucre una regulación traduccional a través de un 

ARN antisentido con el de OmpF, denominado micF (mRNA interfering 

complementary o ARN mensajero complementario interferente).  
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micF está involucrado en la regulación postranscripcional negativa de la 

porina F. El gen que lo codifica está localizado inmediatamente arriba de ompC y 

consiste en secuencias complementarias a la secuencia de iniciación de la 

traducción del ARNm  de ompF. 

El ARN de 93 nucleótidos forma una unión estable con el sitio de unión a 

ribosomas del ARNm ompF, un duplex ARN/ARN, inhibiendo la traducción y la 

degradación del ARN mensajero. La transcripción de micF es estimulada 10 veces 

a temperaturas de 37º o algo mayores (Andersen C. y cols., 1989).  

El activador transcripcional MarA, regula positivamente la expresión de micF, 

que como se describe anteriormente desestabiliza el mARN ompF y como 

consecuencia disminuyen los niveles de la porina en la membrana externa. Ésto se 

correlaciona con la resistencia manifestada por dichos mutantes Mar (múltiple 

resistencia a antimicrobianos) a diversos antimicrobianos β-lactámicos, 

tetraciclinas, cloranfenicol, y fluoroquinolonas hidrofílicas que utilizan esta vía de 

acceso a la célula (Cohen S. & Levy SB., 1988). 

Sin embargo la reducción de la OmpF no está involucrada en el tolerancia a 

solventes orgánicos como el ciclohexano (Randall LP. & Woodward MJ., 2002). 

Además se observo que MarA no afecta los niveles de la porina OmpC. 

 

↑micF ARN ompF ARN Duplex
ARN/ARN

Degradación
ompF ARN

↓porina
OmpF

  
Fig. 6: Diagrama esquemático de la regulación de la porina OmpF por micF en 
cepas de E. coli salvajes (Modificado de Nicholas Deliras & Steven Forst, 2001). 
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Regulación del eflujo de antimicrobianos 

• Inducción del sistema AcrAB-TolC 
En E. coli la sobre-expresión de MarA o de sus homólogos SoxS o Rob 

produce un incremento en la expresión de diferentes sistemas de eflujo y de estos 

los que más están implicados en la múltiple resistencia a antimicrobianos en la 

mayoría de los bacilos gram negativos son los que pertenecen a la familia RND 

como AcrAB-TolC. 

Este sistema además de expeler antimicrobianos al exterior de la célula, 

expulsa diferentes compuestos que pueden resultar nocivos para ellas, por lo que 

juegan un papel primordial en incremento de tolerancia a solventes orgánicos, 

aceite de pino, antisépticos y desinfectantes como triclosán y clorhexidina (Levy 

SB., 2002).  

En términos generales podemos decir que estos sistemas de eflujo están 

compuestos por tres componentes, formando un sistema tripartito, en el que están 

involucradas una proteína integral de membrana (AcrB), una proteína de fusión 

(AcrA), y una porina de membrana externa (TolC) (Sulavik M. y cols., 2001). Este 

sistema se esquematiza en la Fig. 7, pero se explicará con más detalle en capítulo 

de sistemas de eflujo de múltiples drogas. 

 
Fig. 7: Representación esquemática del Sistema de eflujo AcrAB/ TolC  en E. coli 
(Levy SB., 2002). 
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6.5 MarB y MarC 
Como se expresó anteriormente la transcripción del locus marRAB, lleva a la 

expresión de otras dos  proteínas además de MarR y MarA, que son MarB y MarC. 

Estudios hasta la fecha muestran que una sobre producción de la proteína 

MarB no afecta en la resistencia a antimicrobianos, sin embargo cuando se expresa 

en conjunto con MarA, los niveles de resistencia suelen aumentar ligeramente 

(Goldman J. y cols., 1996). 

A pesar de que la función de MarC aún no ha sido elucidada,  parece estar 

implicada en la protección del rápido efecto bactericida que ejercen las 

fluoroquinolonas. Se postula que MarC sola o en asociación a otras proteínas 

podría estar implicada en el influjo o eflujo de drogas (Alekshun M. & Levy SB., 

1997). 

 
B. Operón soxRS 
 

La E. coli es capaz de adaptarse a diferentes condiciones subletales de estrés 

poniendo en marcha la transcripción de una serie de operones o regulones para 

restablecer su homeostasis (Michán C., 2002).  

El metabolismo aerobio genera radicales del oxígeno como subproductos 

como el radical superóxido (O2
-) pero además ciertos xenobióticos llamados 

compuestos cíclicos redox como el paraquat median la reducción del O2 a O2
-. El 

operón soxRS protege a la célula bacteriana de estos compuestos cíclicos redox y 

de radicales de óxido nítrico libre como los generados por macrófagos (Sulavik M. 

y cols., 1997), aunque también esta implicado en la resistencia a especies reactivas 

de nitrógeno (Nakajima y cols., 1995) y en la resistencia cromosómica de bajo 

nivel a antimicrobianos en cepas de E. coli y Salmonella enterica (Koutsolioutsou 

A. y cols., 2005). 

SoxR es una proteína de 17 kDa que se expresa constitutivamente, mientras 

que los niveles de SoxS son regulados por SoxR. SoxR contiene un motivo hélice-

giro-hélice (HTH) de unión a DNA en la zona N-terminal. Forma un homodímero 

en solución, cada monómero contiene un cluster o centro [2Fe-2S] (Hidalgo y cols., 

1995; Wu y cols., 1995). Estos centros [2Fe-2S] son esenciales para la actividad 

transcripcional de SoxR dado que se oxidan o nitrosilan, conduciendo a cambios 
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conformacionales en el dímero que provocan la inducción del gen soxS 

(Koutsolioutsou A. y cols., 2005). 

SoxS, es una proteína de 107 residuos, que actúa como monómero y ejerce su 

acción por alteración de su propia expresión. Al igual que MarA pertenece a la 

familia AraC/XylS y posee alta homología con esta en los dominios hélice-giro-

hélice (HTH) (aproximadamente del 45%). Esta proteína se une como monómero a 

los promotores de genes con funciones conocidas como ser: zwf (glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa que incrementa el poder reductor de la célula), fur (represor 

transcripcional de unión al hierro y así reduce la formación de HO◦), yggX 

(proteína que protege al ADN del daño oxidativo mediado por hierro), fpr 

(NADPH ferredoxina oxidoredutasa), e incrementan también otros factores de 

defensa como fumC (fumarasa C), nfo (endonucleasa IV), acnA (aconitasa A), sodA 

(manganeso superóxido dismutasa) (Zheng M. y  cols., 1999; Carmel-Harel & 

Storz, 2000; Pomposiello P. y cols., 2003); asimismo estimula la transcripción de 

genes vinculados en la resistencia a antimicrobianos y en la tolerancia a los 

solventes orgánicos como micF (ARN regulatorio antisentido a OmpF), 

marRAB(operón involucrado en la múltiple resistencia a antimicrobianos) , 

acrAB(sistema de eflujo activo), tolC (porina ) (Word T. y cols.. 1999). SoxS puede 

activar la transcripción del operón marRAB independientemente de MarA (Jair K. 

y cols., 1995). 

El mecanismo de regulación propuesto es el siguiente: bajo condiciones de 

estrés oxidativo, se oxida o nitrosila el sensor [2Fe-2S] SoxR que se expresa 

constitutivamente en la célula. La oxidación de este regulador también puede ser 

causada por compuestos químicos que generan radicales superóxido libre, como ser 

el paraquat (Word T. y cols., 1999). Así SoxR se convierte en un activador 

específico de la transcripción soxS. Como resultado aumenta la síntesis de novo de 

la proteína SoxS que activa la trascripción de genes cuyos productos actúan en la 

defensa frente al estrés oxidativo (removiendo las especies reactivas del oxígeno y 

reparando el daño causado por ellos) (Wu Jie & Weiss B, 1992; Griffith K. y cols., 

2004) y los genes vinculados en la resistencia a antimicrobianos (Koutsolioutsou A. 

y cols., 2005). SoxS controla la expresión de 65 a 80 genes en E. coli, entre ellos se 

encuentran micF y acrAB-tolC que están vinculados a la resistencia a 

antimicrobianos. Entonces el incremento en la expresión de SoxS conduce a un 

incremento en la expresión de micF (ARNm antisentido con el ARNm de ompF) y 
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ésto lleva a una menor expresión de la porina F en la membrana externa y por ello a 

una menor permeabilidad celular, además induce un incremento en la expresión del 

sistema de eflujo AcrAB-TolC y con ello un mayor eflujo activo de 

antimicrobianos fuera de la célula (Koutsolioutsou A. y cols., 2005; Aono R. y cols., 

1998). Por lo que podemos concluir que la combinación de una menor 

permeabilidad de los antimicrobianos a la célula sumada a un mayor eflujo de los 

mismos conduce a la resistencia antimicrobiana mediada por el operón soxRS en 

estas cepas. En cepas de E. coli, la activación del operón soxRS por medio del 

paraquat incrementó de 2 a 4 veces la resistencia a antimicrobianos como 

ampicilina, ácido nalidíxico, cloranfenicol, y tetraciclina (Koutsolioutsou A. y cols., 

2005). Además se observó que la expresión de SoxS contribuye significativamente 

a la resistencia a quinolonas en aislamientos de S. enterica y en cepas de E. coli. En 

diferentes trabajos fue observado que el un alto porcentaje de las cepas de E. coli 

resistentes a fluoroquinolonas y a solventes orgánicos también exhibían una 

elevada expresión constitutiva de soxS (Webber M. & Piddock L., 2001; Oethinger 

M. y cols., 1998).  

En la tolerancia a los solventes orgánicos debemos tener presente que SoxS 

además de incrementar la expresión de AcrAB, puede activar la de TolC que es el  

componente de membrana externa indispensable en la maquinaria requerida para la 

tolerancia a los solventes orgánicos como el ciclohexano en cepas de E. coli (Aono 

R. y cols., 1998).  

Por lo que la activación del sistema soxRS en E. coli, al igual que marRAB, le 

provee a la bacteria de los mecanismos para defenderse contra el estrés oxidativo, 

antimicrobianos, compuestos fenólicos, solventes orgánicos y a metales pesados, 

todos ellos potencialmente letales para la misma (Harushi N. y cols., 1995; Griffith 

K. y cols., 2004). 
 
C
 

. Proteínas regulatorias homólogas de MarA y SoxS 
Interesantemente la sobre producción de otra proteína miembro de la familia 

AraC/XylS, Rob (33 kDa), también está involucrada en el aumento de resistencia a 

antimicrobianos, agentes bactericidas, en la tolerancia a solventes orgánicos y en la 

resistencia a metales pesados. 

Rob, se expresa constitutivamente en E. coli y posee homología funcional con 

MarA y SoxS, pero difiere de estas en estructura al ser una proteína un tanto mas 
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larga, posee 289 residuos aminoacídicos, con un dominio C-terminal separado, que 

podría estar implicado en la unión a efectores de bajo peso molecular, como ser 

sales biliares y ácidos grasos libres. Estos efectores son abundantes en el tracto 

intestinal, por lo que aparentemente podría ayudar a la supervivencia de E. coli en 

el hábitat natural por hacer a este microorganismo más resistente a inhibidores 

lipofílicos, incluyendo posiblemente a las sales biliares, aunque hasta la fecha su 

función biológica no está del todo clara. 

El extremo N-terminal de Rob posee alta homología con MarA y SoxS, por lo 

que es de esperar que esta proteína reconozca las mismas secuencias dentro de los 

genes blancos, es por ello que diferentes evidencias proponen que Rob, cuando se 

sobre-expresa actúa como otro inductor de la transcripción de los operones 

marRAB y soxRS, asimismo se observó que esta proteína incrementa también la 

transcripción del gen micF (Lee Eun-Hee y cols., 1996) y del locus acrAB-tolC 

(Jair K. y cols., 1996; Ariza R. y cols., 1995).  

Con diferentes estudios realizados se comprobó que la hiperexpresión de Rob 

puede alterar la expresión de múltiples genes involucrados en la resistencia a 

antimicrobianos, en la adaptación a medios ácidos, en el metabolismo del carbono, 

en la síntesis de la pared celular y en el transporte. Afecta entre otros a la expresión 

de los genes: oriC (origen de replicación), micF (ARN antisentido con el ARNm 

de OmpF), nfo (endonucleasa), fumC (fumarasa C), inaA (proteína inducible en 

medio ácido débil), sodA (superóxido dismutasa), fpr (NADPH-ferredoxina 

oxidorreductasa) del cromosoma de E. coli (Jair K. y cols., 1995; Jair K. y cols., 

1996, Bennik M. y cols., 2000), así como también puede regular otros genes como 

mdlA (codifica una proteína de los sistemas de eflujo ATP dependientes), yfhD 

(codifica una proteína involucrada en el transporte periplásmico), ybaO (codifica 

una proteína de 181 aminoácidos que posee una cierta homología con Lrp que es 

un regulador de varios operones) y aslB (codifica una proteína que regula a aslA, 

gene que codifica una arilsulfatasa) (Bennik M. y cols., 2000), y a diferencia de 

SoxS aparentemente no estimula a zwf (Matin R. y cols., 2000; Jair K.  y cols., 

1996). 

Tampoco se conocen con certeza los compuestos que incrementan la 

expresión de Rob, se hicieron ensayos midiendo la actividad Betagalactosidasa con 

diversos genes implicados como inaA fusionados a LacZ y se determinó que ante 

compuestos como el 2,2` y el 4,4` dipyridyl se estimula la actividad de 13 a 19 
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veces,  también se observó que estos compuestos no producen incrementos en la 

actividad en cepas mutantes que pierden de 30 a 166 aminoácidos del extremo C-

terminal de Rob, sugiriendo que  la regulación es post-transduccional y que el 

dominio C-terminal es necesario para que estos compuestos ejerzan su acción  

aparentemente directa sobre Rob (Rosner JL., y cols., 2002 , Martin Robert & 

Rosner JL., 2002). 

Sin embargo no se sabe cual es el mecanismo por el cual esta proteína ejerce 

su acción,  en los inicios diversos autores postularon que era necesaria la unión de 

los efectores a la proteína reguladora y que ésto induciría un cambio 

conformacional en la proteína Rob ya existente, mientras que actualmente se 

estableció que sería por medio de un incremento en la transcripción del gen rob 

(Rosenberg E. y cols., 2003). 

A pesar de que la expresión de Rob es constitutiva y hay aproximadamente de 

5000 a 10.000 moléculas por célula, los niveles basales de la misma no estimulan 

la trascripción de los operones  soxRS y marRAB (Martin R. y cols., 2002; Rosner 

JL. y cols., 2002), pero la cantidad de moléculas de Rob existentes en la célula 

alcanzan para saturar a los promotores de dichos operones, ello sumado a que la 

interacción con el ADN es mas fuerte que la de  MarA y SoxS, hace plantearse el 

interrogante de ¿Cómo hacen estos reguladores para ejercer su acción si sus sitios 

están ocupados por Rob? Lo que actualmente se descubrió es que la proteína SoxS 

cuando se hiperexpresa regula negativamente la expresión del gen rob y así puede 

unirse a los promotores correspondientes (Michán C. y cols., 2002), más 

recientemente se determinó que MarA también ejerce el mismo efecto (Schneiders 

T & Levy SB., 2006). 

Por lo tanto, las proteínas MarA, SoxS y Rob activan la transcripción de 

múltiples genes dentro de los que llamamos operón mar/sox/rob en E. coli, 

produciendo una regulación negativa en la expresión de la porina OmpF a través de 

micF y por ende una disminución en la permeabilidad de la membrana externa a los 

antimicrobianos como por ejemplo a los β-lactámicos, pero el incremento en la 

resistencia a los antimcrobianos se debe principalmente a la inducción de uno o 

más sistemas de eflujo, principalmente AcrAB-TolC. Además se postula que 

posiblemente por medio de estos reguladores se podría  proteger a la célula del 

estrés oxidativo sintetizando proteínas más resistentes al estrés como FumC o 
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ayudando a incrementar los niveles de energía celular por ejemplo por medio de 

Zwf (Martin R. y cols., 2000). 

En definitiva se puede concluir que estas tres proteínas regulatorias activan 

independientemente un grupo común de promotores que como resultado producen 

incrementos en la resistencia a diversos antimicrobianos, como a agentes del estrés 

oxidativo y a una mayor tolerancia a los solventes orgánicos (Martin R. y cols., 

1999). 

Cabe mencionar que también existe una proteína versátil de unión al ADN, 

denominada Fis, que actuaría como una activador transcripcional accesorio del 

operón mar, pues estimula su transcripción, cuando están unidos los activadores 

MarA, SoxS o Rob a los respectivos promotores (Paulsen I. y cols., 1996). 
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       SISTEMAS DE EFLUJO DE MÚLTIPLES DROGAS  
EN Escherichia  coli 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.1 Introducción 

7.2 Clasificación de los transportadores de múltiples drogas 

(MDR) en procariotas 

7.3 Transportadores (MDR) en E. coli  

7.4 Características de los principales sistemas de eflujo en  

cepas de E. coli   

7.5 Efectos de la sobre-expresión de los sistemas de eflujo en la 

susceptibilidad a diversos antimicrobianos en cepas de E. coli 

7.1 Introducción 
Los microorganismos han desarrollado diferentes formas para resistir y evadir 

los efectos tóxicos de los antimicrobianos y de otras drogas (Putman M. y cols., 

2000). Una de las maneras por las que las bacterias hacen frente a estos agentes es 

mediante la expresión de sistemas activos de eflujo, mediante las cuales reducen la 

concentración intracelular de las drogas a niveles que no les son tóxicos (Putman M. 

y cols., 2000). Estos sistemas activos de eflujo están compuestos por proteínas 

integrales de membrana o asociadas a la misma, que se encargan del bombeo 

unidireccional de drogas citotóxicas, xenobióticos y otros compuestos desde el 

citoplasma bacteriano al medio exterior (Levy SB., 2002). 

Las bacterias gram-negativas se caracterizan por ser intrínsecamente más 

resistentes a los antimicrobianos que las gram-positivas, antiguamente se pensaba 

que esta elevada resistencia era sólo debido una menor permeabilidad debida a la 

presencia de la membrana externa que actuaba como barrera física retrasando los 

mecanismos de difusión. Sin embargo, este mecanismo por sí solo no sería capaz 

de impedir la entrada de los antimicrobianos. Fue entonces cuando a finales de la 

década de los 80 se caracterizaron los primeros sistemas de expulsión activa a 

tetraciclina en procariotas. Estos sistemas, junto a la estructura de la  membrana 

externa sí podrían justificar la resistencia intrínseca de las bacterias gram-negativas 

(Nikaido H., 1994). 
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Los sistemas activos de eflujo pueden ser clasificados de diferentes maneras, 

si nos referimos a la especificidad de sustrato, podemos decir que son “específicos” 

para una determinada droga o clase de droga o “no específicos” si expulsan 

múltiples drogas no relacionadas entre si estructuralmente (Putman M. y cols., 

2000).  Además según la fuente de energía que utilizan para el bombeo activo se 

los puede asociar a la hidrólisis de ATP o a la fuerza motriz protónica (influjo de 

protones) (Levy SB., 2002; Putman M. y cols., 2000). 

A los sistemas de expulsión no específicos se los denominan también 

sistemas MDR (porque producen múltiple resistencia a drogas), es decir son una 

serie de transportadores capaces de expulsar de forma relativamente inespecífica, 

un amplio número de sustratos no relacionados entre sí estructuralmente (Lee A. y 

cols., 2000). A este tipo de transportadores se los describió por primera vez en 

células eucariotas, se identificó una glucoproteína P capaz de conferir resistencia a 

anticancerígenos, mediante un mecanismo activo acoplado a la hidrólisis de ATP 

(Bradshaw D. & Arceci RJ., 1998). En la figura 2 se muestra una representación 

esquemática de las dos clases más importantes de sistemas de multirresistencia 

(Putman M. y cols., 2000). Aunque en la mayoría de los casos los sistemas de 

eflujo activo están codificados cromosómicamente, en bacterias gram-positivas 

como Staphylococcus aureus (S. aureus) también están codificados por plásmidos 

(Paulsen I., 1996). Los primeros sistemas MDR descritos en bacterias fueron QacA 

en S. aureus (Rouch DA. y cols., 1990) o EmrB en E. coli (Lomovskaya O., 1992). 

Desde entonces son cada vez son más numerosos los sistemas MDR 

implicados en la resistencia bacteriana tanto intrínseca como adquirida.  

Los sistemas de transporte están implicados en el control de la homeostasis 

celular, en la captación de nutrientes esenciales como azúcares, en el eflujo de 

proteínas y en el control del eflujo de xenobióticos (Sulavik M. y cols., 2001). Estos 

sistemas están ampliamente distribuidos en organismos procariotas y en una misma 

bacteria se pueden identificar diferentes sistemas activos de eflujo (Lee A. y cols., 

2000), lo que indicaría que la expulsión de drogas podría ser un efecto secundario a 

su función fisiológica. 

Aunque el rol fisiológico de estos sistemas de eflujo no está del todo 

clarificada, se puede decir que están involucrados en la protección de la integridad 

de la membrana o del estado energético de la célula, por ello algunos de estos 

transportadores están implicados en mecanismos generales de detoxificación, 
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involucrados en la excreción de toxinas endógenas y exógenas (Paulsen I., 1996; 

Putman M. y cols., 2000). El colato y desoxicolato son los principales componentes 

de las sales biliares, y están conjugados con lípidos. La bilis es secretada en el 

duodeno en altas concentraciones, y además tiene propiedades antimicrobianas al 

alterar la estructura de la bicapa lipídica de la bacteria, por lo que las bacterias 

desarrollan mecanismos para adaptarse y sobrevivir dentro del sistema 

gastrointestinal (Baucheron S. y cols, 2005). 

Al sistema AcrAB-TolC de E. coli, se le atribuye la función biológica de 

expulsar sales biliares (Thanasii DG. y cols, 1997; Baucheron S. y cols., 2005). 

Mientras que a otros sistemas activos de eflujo se los ha implicado en la 

señalización intracelular, como el sistema MexAB-OprM y MexEF-OprN de P. 

aeruginosa, que actúan como parte de los sistemas sensibles a quórum -quorum 

sensing- (Köhler T. y cols. 2001; Pesci EC. y cols., 1999) y a otros con funciones 

metabólicas como en el metabolismo del hierro (Paulsen I., 1996). 

Pero a pesar de las funciones fisiológicas de estos sistemas activos de eflujo, 

lo que sí esta claro es que las bacterias los utilizan para evadirse de los efectos 

tóxicos de los agentes antimicrobianos en la práctica clínica, elevando su  

resistencia y llevando al fracaso en los tratamientos antimicrobianos. 

 
Fig.  1: Sistemas acoplados a la hidrólisis de ATP y/o al influjo de protones 
(Putman M. y cols., 2000). 
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7.2 Clasificación de los transportadores MDR procariotas 
A los transportadores de eflujo de antimicrobianos de acuerdo a la traslocasa, se los 

pueden clasificar en cinco superfamilias (Poole K., 2000; Andersen C., 2003). 

 

1. Transportadores tipo ABC (ATP- binding cassette) 

2. Facilitadores mayores (MFS) 

3. Resistencia-Nodulación-División ( RND) 

4. Staphylococcal (or Small) multidrug resistance ( SMR) 

5. Extrusión de múltiples drogas y compuestos tóxicos ( MATE) 

 

 
Los transportadores MFS pueden ser simporter (transportador de dos solutos en 

idéntica dirección), antiporter (transportador de dos solutos en dirección opuesta) o 

uniporter (transportador de un único soluto), mientras que los SMR y RND son 

antiporter de protones (Griffith K. y cols., 1992; Marger MD. & Saier MH., 1993).  

Estos transportadores pueden encontrarse en bacterias, archaea y en eucariotas, a 

excepción de la superfamilia SMR que es exclusivamente procariota (Saier MH.y 

cols., 1998; Higgins CF., 1992; Tseng TT. y cols., 1999). 

Mientras que a los transportadores de las superfamilias MFS y SMR se los han 

encontrado tanto en bacterias gram-positivas como en gram-negativas, los 

transportadores RND y MATE hasta el momento sólo se han identificado en 

bacterias gram-negativas. 
 

7.3 Transportadores de múltiples drogas (MDR) en E. coli  
 

En la actualidad podemos considerar a los sistemas activos de eflujo activo 

como uno de los principales componentes en los mecanismos de desarrollo de 

múltiple resistencia a antimicrobianos. 

E. coli es capaz de expresar simultáneamente varios de estos sistemas de 

eflujo activo en respuesta a los efectos tóxicos de diferentes compuestos, haciendo 

eficiente el uso de esta habilidad para expulsar dichas drogas (Lee A. y cols., 2000). 

Así por ejemplo el sistema AcrAB-TolC está vinculado a la resistencia de 

antimicrobianos, colorantes, detergentes, ácidos grasos, sales biliares y solventes 

orgánicos, mientras que el sistema EmrAB-TolC expele compuestos 
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organomercuriales, drogas antibacterianas como ácido nalidíxico y tiolactomicina 

como desacoplantes hidrofóbicos (Koronakis V., 2003) 

Además  muchos estos transportadores MDR suelen tener sustratos comunes 

dando así mayores niveles de protección (Paulsen I., 1996). 

En E. coli como en otras bacterias gram-negativas, los sistemas activos de 

eflujo generalmente forman sistemas de tres componentes para poder expulsar los 

compuestos a través de la membrana interna, periplasma y membrana externa, este 

sistema tripartito suele involucrar a diferentes familias de proteínas, en términos 

generales podemos decir que la proteína de membrana interna es la que está 

asociada a la fuente de energía pudiendo ser de la  familia ABC acoplada a la 

hidrólisis del ATP o de las familias RND o MFS al transporte antiparalelo de 

protones, estas proteínas cooperan con otras ancladas a la membrana externa, como 

por ejemplo la porina TolC (Andersen C., 2003), pero generalmente existe una 

proteína que hace de puente entre ellas, esta proteína periplasmática adaptadora 

generalmente pertenece a la familia de proteínas de fusión, y se caracteriza por 

poseer un largo dominio periplasmático, y estar anclada a la membrana interna 

(Eswaran J., 2004). 

 
F
 

amilia ABC 
A esta superfamilia pertenecen diversos transportadores de fármacos, 

azúcares, aminoácidos, cationes metálicos, péptidos, etc. Estos transportadores 

están acoplados a la hidrólisis de ATP.  

La mayoría de estos transportadores median el eflujo de antimicrobianos 

específicos. El primero de ellos fue descrito en Lactococcus lactis y fue designado 

como lmrA (Putman M. y cols., 2000). El cromosoma de E. coli contiene al menos 

5  genes  que codificarían posibles sistemas de eflujo ABC: mldAB, ybjYZ (macAB), 

yddA, yojHI, yhiH (Kobaysshi N. y cols., 2001). 

Dentro de los sistemas ABC posibles de E. coli cabe hacer mención al 

sistema  MacAB. Este sistema se acopla a TolC y confiere resistencia a macrólidos. 

MacB (70Kda) es una proteína de membrana interna con cuatro supuestos 

dominios transmembrana y un sitio de unión de nucleótidos. Tiene una región entre 

los dominios 1 y 2 que se proyecta al periplasma e interacciona con MacA (40Kda.) 

proteína periférica perteneciente a las proteínas de fusión (MFP). Estas proteínas se 
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acoplan a TolC (porina de membrana externa) como lo muestra la figura 2 

(Kobaysshi N. y cols., 2001). 

 
Fig. 2: Representación esquemática del Sistema de eflujo ABC MacAB -TolC en 
epas de E. coli (Kobaysshi N. y cols., 2001). c

 
Las restantes familias MDR están acopladas a la fuerza protón motriz. 
 
Familia de los Facilitadores Mayores (MFS)  
 

Estas proteínas se encuentran en bacterias gram-positivas y gram-negativas 

como en eucariotas mayores, y están involucradas en el transporte de varios 

sustratos, como azúcares, intermediarios del ciclo de krebs, esteres fosfatos, 

oligosacáridos y antimicrobianos (Paulsen I., 1996). 

A las proteínas de esta familia a su vez s se las puede dividir en dos grupos o 

clusters,  de acuerdo a si poseen  12 o 14 segmentos transmembrana (12-TMS, 14-

TMS). 

En la figura 3 se muestra una representación esquemática de los miembros de 

dichos grupos y de sus secuencias conservadas (Putman M. y cols., 2000). 
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En cepas de Escherichia coli encontramos: 

Dentro del cluster 12-TMS encontramos las siguientes proteínas: 

Bcr: que confiere resistencia a la bicilomicina y sulfatiazol (Putman M. y 

cols., 2000).  

EmrD: es un análogo a EmrB y está involucrado en la respuesta adaptativa al 

shock por baja energía. La expresión de este protege a la célula contra 

desacoplantes como el CCCP (Putman M. y cols., 2000). 

MdfA: confiere resistencia a una amplia variedad de drogas neutras o 

cargadas positivamente  (Putman M. y cols., 2000). 

Existen además diversos transportadores hipotéticos o no caracterizados cuyos 

sustratos son  desconocidos (Paulsen I., 1996): 

YdhC 

YhfC 

YhjX 

YjiO 

YidY 

YceE 

YbdA 

Mientas que dentro del cluster 14-TMS encontramos: 

EmrB: que confiere resistencia antimicrobianos y desacoplantes hidrofóbicos. 

El locus emr tiene 3 genes: emrA, emrB y emrR: emrB codifica el miembro de 14-

TMS de la familia MFS, emrA codifica una proteína de fusión, y emrR codifica al 

regulador EmrR, homólogo de MarR.  Este sistema de eflujo EmrAB puede estar 

asociado a una porina de membrana externa formando un sistema tripartito (Martin 

R. & Rosner J., 1997). Se postula que esta porina sería TolC (Grnovic S. y cols, 

2002; Putman M. y cols., 2000). La sobre-producción de EmrR puede inhibir la 

expresión del locus mar, además de conferir resistencia a desacoplantes 

hidrofóbicos, compuestos organomercuriales y a algunos antimicrobianos 

hidrofóbicos como el ácido nalidíxico (Paulsen I., 1996). 

Este sistema puede ser inducido en presencia de desacoplantes como el 

CCCP, ácido nalidíxico o por ácidos débiles como el salicilato (Paulsen I., 1996; 

Putman M. y cols., 2000). 
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EmrKY: la transcripción de emrKY es dependiente de la fase de crecimiento 

e inducida por tetraciclina (Paulsen I., 1996; Putman M. y cols., 2000). Las 

proteínas Emrk y EmrY poseen el 50% y 63% de homología con las proteínas 

EmrA y EmrB respectivamente, sugiriendo que estos sistemas poseen funciones 

similares, sin embargo la implicación de este sistema en la resistencia a 

antimicrobianos debe de ser aún demostrado (Putman M. y cols., 2000). 
 

 

citoplasma

citoplasma

Fig. 3: Representación esquemática de los miembros de los cluster de 12-TMS 
y 14-TMS de la  familia MFS. Las localizaciones en negro muestran las  
secuencias conservadas (Paulsen I., 1996). 

Familia SMR 

Los transportadores pertenecientes a esta familia son los más pequeños, 

tienen aproximadamente 100 residuos de longitud (Yerushalmi H. & Schuldiner S., 

2000). 

Mientras que los demás transportadores poseen 12 a 14 segmentos 

transmembrana (TMS), estos sólo contienen 4 TMS, por lo que se propone que 

funcionen como complejos homo-oligoméricos, probablemente compuestos por 

tres monómeros. La secuenciación de estas proteínas revela que existen numerosos 

residuos conservados, lo que implicaría que podrían jugar un papel esencial en 

roles funcionales u estructurales (Putman M. y cols., 2000). 
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En E. coli la sobre-expresión del sistema EmrE, le confiere resistencia a  

cationes monovalentes, como profalvina, safranina O, bromuro de etidio y metil 

viologen, así como eritromicina, tetraciclina, sulfadiazina y tetrafenilfosfonio 

(Sulavik M. y cols., 2001; Martin R. & Rosner J., 1997; Paulsen I., 1996; Putman 

M. y cols., 2000). 

Familia MATE 

Las proteínas transportadoras de este grupo se las han encontrado hasta el 

momento sólo en bacterias gram-negativas. Esta familia fue descrita primeramente 

por Brown y colaboradores en 1999, y esta compuesta por más de 30 proteínas, 

incluyendo a NorM, un transportador de drogas de Vibrio parahaemolyticus, y que 

es homólogo a YdhE de E. coli. 

En E. coli el transportador YdhE media resistencia a colorantes, 

fluoroquinolonas hidrofílicas y aminoglicósidos. En un principio se pensó que estas 

proteínas pertenecían a la familia MFS, sin embargo no poseen secuencias de 

similares con ninguna de las proteínas de ese grupo (Putman M. y cols., 2000). 

Familia RND 

Estas proteínas se caracterizan por poseer en su estructura secundaria 12-

TMS (segmentos transmembrana)  con 2 loops periplásmicos entre las hélices 1-2 y 

7-8, además de poseer 4 regiones conservadas como muestra la Fig.4 (Paulsen I., 

1996; Putman M. y cols., 2000). Estas proteínas están acopladas al potencial de 

membrana. 

En las bacterias gram-negativas para que una droga alcance el medio 

extracelular es necesario atravesar la membrana citoplasmática, el espacio 

periplásmico y la membrana externa (Paulsen I., 1996) es por lo que las proteínas 

que pertenecen a esta familia suelen asociarse a otras formando un sistema de tres 

componentes caracterizado  por la presencia de: 

• una proteína transportadora (RND) en la membrana interna acoplada al 

potencial de membrana  

• una proteína periplasmática adaptadora o proteína de fusión (MFP) 

• una porina de membrana externa (OMP) 
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Generalmente los tres componentes están codificados por genes adyacentes 

formando parte de un operón, pero otras veces la porina puede transcribirse de 

manera independiente, tal es el caso de TolC de E. coli. 

Diversos autores han propuesto dividir a los sistemas RND en tres categorías: 

1- Sistemas monocomponentes, integrados  por una proteína de membrana interna 

(ejemplo AcrD), que permite la expulsión de tóxicos hidrófilos (ejemplo: amino 

glucósidos) 

2- Sistemas de dos componentes, integrados por una proteína de membrana interna  

y una proteína de fusión de membrana (MFP) (ejemplo MexJK) que permite el 

transporte de tóxicos anfipáticos (ejemplo: triclosán) 

3- Sistemas de tres componentes, integrados por una proteína de membrana interna,  

una MFP y una porina, que son capaces de expulsar la mayoría de los tóxicos 

anfipáticos y lipofílicos (ejemplo eritromicina, tetraciclina, desoxicolato, 

quinolonas, etc.) ejemplo AcrAB-TolC en  E. coli (Rosenberg E. y cols. ,2000; 

Chuanchuen R. y cols., 2002). Pero además de los RND, algunos 

transportadores de las superfamilias ABC, MFS también forman parte de 

sistemas multicomponentes asociados a proteínas de fusión de membrana y a 

proteínas de membrana externa durante la expulsión de los sustratos, en este 

sentido (Martin R. & Rosner J., 1997). 

citoplasma

 
Fig. 4: Representación esquemática de los transportadores RND. Estos 
transportadores poseen 12-TMS (segmentos transmembrana) con 2 loops 
periplásmicos entre las hélices 1-2 y 7-8, poseen 4 regiones conservadas  
marcadas en negro en la figura (Putman M. y cols., 2000). 
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Los sistemas RND están involucrados en el eflujo activo de diversos 

antimicrobianos entre los que podemos mencionar: tetraciclina, cloranfenicol, β-

lactámicos, fluoroquinolonas, rifampicina, eritromicina, ácido fusídico y  

aminoglicósidos (Bambeke F.V. y cols., 2000). 
 

7.4. Clasificación de los principales sistemas de eflujo activo 

RND en cepas de Escherichia coli  (E. coli) 
En E. coli se conocen 7 proteínas de la familia RND que forman parte de 

sistemas activos de eflujo,  5 de estas (AcrB, AcrF, MdtB (YegN), MdtC (YegO), 

Yhiv (MdtF) expelen un gran cantidad de compuestos no relacionados 

químicamente, mientras que CusA (YbdE) y AcrD (tabla 1) parecen tener un 

espectro menos amplio de sustratos. La mayoría de estos sistemas activos de eflujo 

no se expresan o se expresan a bajo nivel en los aislamientos clínicos, sólo AcrAB-

TolC se expresa constitutivamente a mayores niveles en E. coli y contribuyen a la 

resistencia intrínseca a numerosos antimicrobianos (Bohnert Jürgen A. y cols.,  

2006). 
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Tabla 1 : Clasificación de las principales proteínas de la familia RND  

Tetraciclina, cloranfenicol, fluoroquinolonas, macrólidos y 
novobiocina

S. maltophiliaSmeE

Aminoglucósidos, fluoroquinolonas y en menor medida 
betalactámicos

S. maltophiliaSmeB

Triclosán, tetraciclina, y eritromicinaP. aeruginosaMexK

Aminoglucósidos, tetraciclina, eritromicina, y fluoroquinolonasP. aeruginosaMexY

Fluoroquinolonas, cloranfenicol, trimetoprima y triclosánP. aeruginosaMexF

fluoroquinolonas, macrólidos, cloranfenicol, novobiocina, 
tetraciclina, trimetoprima, betalactámicos( excepto 
carbapenems) y triclosán

P. aeruginosaMexD

Antimicrobianos ( fluoroquinolonas, betalactámicos, 
tetraciclina, macrólidos, cloranfenicol, novobiocina, 
trimetoprima, sulfamidas),  triclosán, solventes orgánicos, 
detergentes, inhibidores de la biosíntesis de ácidos grasos, 

P. aeruginosaMexB

Ácidos grasos de cadena larga ( oleico, linolénico y palmítico)N. gonorrhoeaeFarB

Antimicrobianos ( eritromicina, rifampicina, azitromicina), 
detergentes aniónicos, péptidos antimicrobianos, sales biliares, 
hormonas esteroideas y otros compuestos hidrofóbicos

N. gonorrhoeaeMtrD

Desoxicolato, doxorubicina, rodamina, eritromicina, cristal 
violeta, benzalconio, y SDS

E. coliYhiV

Desoxicolato y novobiocinaE. coliMdtB /
MdtC

Aminoglicósidos, tetraciclina, ácido Nalidíxico, norfloxacina, 
SDS, desoxicolato

E. coliAcrD

Igual que AcrBE. coliAcrF

Sales biliares y sus derivados, naranja de acridina, tetraciclina, 
eritromicina, ácido fusárico, novobiocina, SDS, desoxicolato y 
mitomicina C

E. coliAcrB

sustratoEspecie 
bacteriana

RND

Tetraciclina, cloranfenicol, fluoroquinolonas, macrólidos y 
novobiocina

S. maltophiliaSmeE

Aminoglucósidos, fluoroquinolonas y en menor medida 
betalactámicos

S. maltophiliaSmeB

Triclosán, tetraciclina, y eritromicinaP. aeruginosaMexK

Aminoglucósidos, tetraciclina, eritromicina, y fluoroquinolonasP. aeruginosaMexY

Fluoroquinolonas, cloranfenicol, trimetoprima y triclosánP. aeruginosaMexF

fluoroquinolonas, macrólidos, cloranfenicol, novobiocina, 
tetraciclina, trimetoprima, betalactámicos( excepto 
carbapenems) y triclosán

P. aeruginosaMexD

Antimicrobianos ( fluoroquinolonas, betalactámicos, 
tetraciclina, macrólidos, cloranfenicol, novobiocina, 
trimetoprima, sulfamidas),  triclosán, solventes orgánicos, 
detergentes, inhibidores de la biosíntesis de ácidos grasos, 

P. aeruginosaMexB

Ácidos grasos de cadena larga ( oleico, linolénico y palmítico)N. gonorrhoeaeFarB

Antimicrobianos ( eritromicina, rifampicina, azitromicina), 
detergentes aniónicos, péptidos antimicrobianos, sales biliares, 
hormonas esteroideas y otros compuestos hidrofóbicos

N. gonorrhoeaeMtrD

Desoxicolato, doxorubicina, rodamina, eritromicina, cristal 
violeta, benzalconio, y SDS

E. coliYhiV

Desoxicolato y novobiocinaE. coliMdtB /
MdtC

Aminoglicósidos, tetraciclina, ácido Nalidíxico, norfloxacina, 
SDS, desoxicolato

E. coliAcrD

Igual que AcrBE. coliAcrF

Sales biliares y sus derivados, naranja de acridina, tetraciclina, 
eritromicina, ácido fusárico, novobiocina, SDS, desoxicolato y 
mitomicina C

E. coliAcrB

sustratoEspecie 
bacteriana

RND

 
 
A continuación se detallan las características de los sistemas que involucran dichas 

proteínas transportadoras en E. coli  
 
Sistemas Acr de E. coli: 

En E. coli se han caracterizado tres transportadores Acr (Acridine resistance): 

AcrAB, AcrEF, AcrD.  

AcrAB y AcrEF son los sistemas de bombeo más importantes de este 

microorganismo desde el punto de vista de la resistencia a antimicrobianos, 

recientemente se ha visto que AcrD, que en un principio se pensó que sólo confería 

resistencia a los aminoglicósidos, también es capaz de expulsar un amplio número 

de sustratos. 
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En E. coli tanto el locus acrAB como el locus acrEF están formados por 2 

genes, acrA/acrB que codifican las proteínas AcrA y AcrB  y los genes acrE/acrF 

que transcriben las proteínas AcrE y AcrF respectivamente. 

La expresión de estos operones acrAB y acrEF esta reprimida por el producto 

de un gen regulador (acrR y acrS respectivamente) localizado corriente arriba y en 

la cadena complementaria de los genes del operón que previenen la excesiva 

expresión de dichos sistemas (Ma D. y cols, 1996; Ma D. y cols., 1994), puesto que  

también resulta tóxico para la bacteria (Rosenberg E. y cols., 2003) 

A diferencia de los anteriores el transportador AcrD no forma parte de un 

operón, y no se ha identificado su gen regulador local (Rosenberg E. y cols. ,2000). 

Los sistemas AcrAB y AcrEF están formados por una proteína transportadora de la 

superfamilia RND (AcrB/AcrF) y una proteína de fusión de membrana 

(AcrA/AcrE) (Sulavik M. y cols., 2001). 

Se observó que cuando en E. coli se sobre-expresa el locus acrEF, se 

incrementa la resistencia a determinados compuestos como colorantes, detergentes 

y varias clases de antimicrobianos importantes en la terapéutica clínica, que son a 

su vez los mismos sustratos del sistema AcrAB (Sulavik M. y cols., 2001). 

A pesar de que la sobre expresión de AcrEF contribuye a un incremento en la 

resistencia a los mismos sustratos de AcrAB, la deleción de este sistema no 

contribuye a aumentar la sensibilidad a los mismos sustratos.  

El transportador AcrD, por sí sólo, confiere resistencia a los aminoglucósidos 

(amikacina, gentamicina, neomicina, kanamicina, tobramicina) que son drogas 

hidrofílicas y quizás formando parte de una sistema multicomponente, a la 

tetraciclina, ácido nalidíxico, norfloxacina, novobiocina, SDS y desoxicolato. 

(Sulavik M. y cols., 2001; Masi M. & Pradel E., 2003;  Elkins CA. & Nikaido H., 

2002). 

En estos sistemas activos de eflujo, TolC (homo trímero de membrana 

externa) coopera en el mecanismo de expulsión, esta porina se transcribe de manera 

independiente y tiene la habilidad de interaccionar con  proteínas transportadoras 

pertenecientes a diferentes superfamilias. Dentro de todos los sistemas 

mencionados el sistema de eflujo AcrAB-TolC es el sistema de eflujo activo más 

frecuentemente identificado en E. coli. 
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Sistema de eflujo activo AcrAB-TolC 
Es el sistema que juega un rol predominante en  la resistencia intrínseca en E. 

coli a una amplia variedad de compuestos lipofílicos y anfifílicos como colorantes, 

detergentes, antimicrobianos lipofílicos entre los que podemos mencionar: 

novobiocina, ácido fusídico, eritromicina, cloxacilina, pero cuando este sistema se  

sobre-expresa se observan altos niveles de resistencia frente a muchos de los 

antimicrobianos usados en la práctica médica como tetraciclina, cloranfenicol, 

fluoroquinolonas, y a otros antimicrobianos lipofílicos, β-lactámicos, asimismo este 

sistema está involucrado en la tolerancia a solventes orgánicos como el ciclohexano 

(Zgurskaya HI. &  Nikaido H., 1999). 

Aunque el sustrato fisiológico de la mayoría de los transportadores aún está 

por esclarecerse,  se ha sugerido que el  sustrato natural del sistema AcrAB podrían 

ser las sales biliares, ya que es por este sustrato y por sus derivados, como el 

taurocolato y glucolato,  por los que el sistema tiene mayor afinidad, pero también 

son sustratos de este sistema otros compuestos como naranja de acridina, ácido 

fusárico, bromuro de etidio, cristal violeta, dodecil sulfato de sodio (SDS), 

desoxicolato y mitomicina C ( Elkins CA. & Nikaido H., 2002). 

El sistema AcrAB puede ser inducido por diversas situaciones de estrés entre 

los que podemos mencionar al etanol 4%, 0,5 M de cloruro de sodio (estrés 

osmótico) o haciendo crecer a la bacteria hasta la fase estacionaria (Rosenberg E. y 

cols., 2003; Paulsen I., 1996). 

Este sistema  como se dijo anteriormente está formado por tres componentes: 

- AcrB 
Es una proteína de membrana interna y es más grande en comparación a otras 

proteínas transportadoras de diferentes familias. AcrB forma homotrímeros, cada 

uno de los cuales  contienen 12 α-hélice TMS (segmentos transmembrana) (Fralick 

J., 1996), con 2 grandes loops periplásmicos de aproximadamente 300 aminoácidos 

entre las hélices 1-2 y 7-8. Esta traslocasa de 36 α-hélice pertenece a la familia 

RND y cataliza el eflujo de sustancias a expensas de la fuerza protón motriz.  

- AcrA 
Es una lipoproteína periplásmica asimétrica perteneciente a la familia de 

proteínas de fusión (MFP) (Putman M. y cols., 2000), AcrA posee su extremo 
amino terminal anclado a la membrana interna (Fralick J., 1996; Husain F. y cols., 
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2004), y un dominio periplasmático largo (Touzé T. y cols., 2004). Se ha 
demostrado que esta proteína se encuentra en forma homodímeros o trímeros 
(Elkins CA. & Nikaido H., 2002; Tikhonova E. & Zgurskaya H., 2004; Masi M. y 
cols., 2003). Se observó que los primeros 24 aminoácidos de AcrA muestran las 
características típicas de un péptido señal. Cuando se cliva este péptido señal, el 
residuo de serina es acilado con los ácidos grasos de la membrana interna. Debido a 
la forma elongada de esta proteína se postula que  por medio de ella se ponen en 
contacto las proteínas AcrB presente en la membrana interna y TolC en la 
membrana externa, para llevar a cabo la expulsión de la droga desde el citoplasma 
bacteriano (Ramos J. y cols., 2002) y que la interacción con AcrB es por medio de 
entrecruzamientos químicos (Elkins CA. & Nikaido H., 2002).  

- TolC 
Es una porina de membrana externa, es un homotrímero formado por un solo 

canal o túnel que permite el paso de moléculas de mayor diámetro, hasta los 35 Å 

aproximadamente (Augustus A. y cols., 2005). 

Como se menciono anteriormente TolC es un componente indispensable para 

la actividad de AcrAB, principal sistema de eflujo en E. coli, pero esta porina 

además interacciona con otros sistemas de eflujo activo. En E. coli se han 

caracterizado 5 sistemas RND: AcrAB, AcrEF, AcrD, MdtEF, MdtABC que 

necesitan de TolC para sus funciones, como así también los dos sistemas MFS: 

EmrAB, EmrKY y un sistema de eflujo de la familia ABC (ATP dependiente): 

MacAB (Michán C. y cols., 2003). 

 
Citoplasma 

AcrB 

MI 

 
Fig. 5: Estructura de AcrB en la membrana interna (MI) de E. coli  (Eswaran J., 

2004). 
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Podemos decir que este complejo sistemas activo de eflujo está formada por 

las 3 proteínas antes mencionadas, AcrB, AcrA y TolC, que se ensamblan de tal 

manera que forman un canal continuo por el  que será expulsada la droga desde el 

citoplasma bacteriano atravesando las dos membranas y el periplasma de la 

bacteria, para alcanzar el medio extracelular. Este sistema utiliza el gradiente 

electroquímico de protones como fuente de energía. (Sharff A. y cols., 2001)(Fig.6) 

La adquisición del fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos esta 

ligado a la sobre-expresión de AcrAB- TolC (Bohnert Jürgen A. y cols.,  2006). 

ME

MI

TolC

AcrA

AcrB

droga

droga

Canal continuo 
Formado 
por el
ensamblado de
AcrA-AcrB-TolC

 
Fig.6: Modelo que indica la interacción entre TolC, la translocasa AcrB y el 
adaptador o proteína de fusión AcrA. (Eswaran J. y cols., 2004). 

 

Regulación de la expresión del sistema AcrAB en E. coli 
Los sistemas de eflujo especialmente los que pertenecen a la familia RND, 

como es el caso del sistema AcrAB de E. coli, suelen ser la principal causa en el 

establecimiento de la resistencia intrínseca en la mayoría de las bacterias gram- 

negativas frente a antimicrobianos lipofílicos y anfifílicos como a agentes 

quimioterapéuticos (Rosenberg E. y cols., 2003), por otra parte la sobre-expresión 

contribuye también a la resistencia adquirida.  

La regulación de los sistemas de eflujo en bacterias gram-negativas suele ser 

similar. Generalmente su expresión está regulada por la acción de una proteína 

represora local y la aparición de un fenotipo de múltiple resistencia a 

antimicrobianos se debe a mutaciones en los genes reguladores locales, pero como 
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se ha visto anteriormente estos sistemas MDR también están regulados por 

activadores globales entre los que podemos mencionar las proteínas  MarA, SoxS, 

Rob, SdiA entre otros. 

La regulación debe de ser muy precisa para evitar los posibles efectos 

negativos que podría tener una desregulación sobre la fisiología bacteriana. Una 

sobre expresión de los sistemas de eflujo generan un aumento en la resistencia a 

antimicrobianos, pero la excesiva sobreproducción podría tener efectos tóxicos 

para la célula, una posible explicación sería la amplia especificidad de sustratos que 

expelen dichos sistemas que afectarían también a algunos metabolitos 

intermediarios (Rosenberg E. y cols., 2003), por esta razón, los sistemas de eflujo 

activo están sujetos a múltiples niveles de regulación.  

Su expresión puede estar modulada por reguladores locales,  activadores o 

represores,  que son proteínas codificadas por genes adyacentes a los del sistemas 

de bombeo, o controlada por otros factores, es lógico pensar que se activen en 

presencia de sus sustrato natural, pero se desconoce la función real de la mayoría 

de estos transportadores y aunque se ha visto que son capaces de expulsar una 

amplia variedad de compuestos, de momento no se han identificado los sustratos 

naturales en la mayoría de los casos, por otra parte, cada vez se están encontrando 

más ejemplos de regulación de sistemas MDR mediada por factores de 

transcripción globales (Grkovic S. y cols, 2001). 

- Regulación por medio de un represor local: 
Generalmente la expresión de este tipo de sistemas se encuentra reprimida 

por el producto de un gen regulador localizado corriente arriba del primer gen del 

operón y en la hebra complementaria. Este tipo de regulación es el mejor estudiado. 

En la mayoría de los casos, el producto del gen represor puede unirse a la región 

íntergénica reprimiendo la transcripción tanto de genes del operón como la suya 

propia. En diversas situaciones puede darse una represión parcial que permita una 

expresión basal del sistema de eflujo relacionada con la resistencia intrínseca a los 

antimicrobianos (Sanchez  P. y cols., 2002;  Li XZ. y cols., 1998; Van Veen HW. y 

cols, 1998). Los sistemas AcrAB y AcrEF de E. coli están regulados por la acción 

de un represor local, AcrR y AcrS respectivamente. 

AcrR inhibe su propia trascripción como la del sistema AcrAB, pero no 

estaría involucrada en la respuesta frente a condiciones de estrés. Por lo que la 
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función principal de AcrR sería la de modular la expresión del locus acrAB, 

previniendo la excesiva producción de dicha bomba de eflujo. AcrS es el regulador 

negativo de AcrEF.  

Generalmente la aparición del fenotipo de múltiple resistencia a 

antimicrobianos esta asociada a mutaciones en los genes reguladores locales o en 

sus regiones promotoras. Se han encontrado mutaciones en los genes acrR y acrS 

de E. coli. Estos reguladores locales parecen jugar solamente el rol de moduladores, 

mientras que los activadores globales serian los responsables de la inducción del 

sistema AcrAB-TolC (Grnovic S. y cols., 2002). 

- Reguladores globales:  
Estos reguladores globales se activan en general en situaciones de estrés 

bacteriano (entrada en fase estacionaria, choque osmótico, choque térmico, 

cambios de pH, estrés oxidativo, estrés producido por etanol, etc.) inducen la 

expresión de numerosos genes, entre ellos algunos que codifican la síntesis de 

sistemas de transporte múltiples de fármacos. Es este sentido, se ha descrito que el 

activador global de E. coli MarA, activa la expresión de al menos 60 genes, entre 

los que se encuentra el operón AcrAB. Se ha visto que mutaciones en marR 

producen una sobre expresión de AcrAB-TolC en ausencia de mutaciones en acrR.  

Además de MarA se han identificado otros tres reguladores globales en E. 

coli implicados en la activación de AcrAB: SoxS, Rob, SdiA. Las proteínas MarA 

y SoxS controlan su propio nivel de expresión, pero no se sabe cómo Rob, que se 

expresa constitutivamente, ejerce su propia acción regulatoria. SoxS y Rob activan 

la expresión del operón AcrAB, tanto en forma directa como mediada por MarA.  

La proteína de SdiA pertenece a la familia de LuxR/UhpA de reguladores  

transcripcionales  y participa en la regulación de múltiples genes implicados en la 

septación, motilidad y quimiotaxis. Se observó que cuando en las cepas de E. coli 

se sobre expresaba esta proteína aparecía múltiple resistencia a antimicrobianos y 

esto era debido a la regulación positiva que esta ejerce sobre el sistema de eflujo 

AcrAB (Rahmati S. y cols., 2002). 

Se ha visto múltiple resistencia a antimicrobianos en cepas de E. coli con 

deleción en el sistema AcrAB. Por lo que se postula que podrían estar implicados 

otros sistemas MDR. Además antes se pensaba que EvgA era un regulador 

específico de los sistemas de bombeo EmrKY y YhiUV de E. coli, recientemente 
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se ha visto que es un regulador global que induce la expresión de al menos 37 

genes en este microorganismo, algunos relacionados con la resistencia a ácidos y la 

expulsión activa de antimicrobianos, y 21 genes de función desconocida (Van Veen 

HW. y cols., 1998; Masuda N. & Church GM., 2002; Martin R. & Rosner J., 1997) 

Otra proteína que esta involucrada en la regulación de acrAB-TolC es FIS. 

Una proteína regulatoria que modifica la actividad transcripcional en diferentes 

condiciones de crecimiento, esta a su vez también puede unirse a marO. Se 

propone que FIS es una proteína que limita los niveles totales superenrollamiento 

negativo  y estabiliza la arquitectura del ADN de ciertos promotores, por lo cual, 

para marRAB significa un estímulo adicional de la trascripción mediada por MarA, 

Rob, o SoxS (Grnovic S., y cols., 2002). 
 
Sistemas YhiUV y MdtABC de E. coli 

Se han caracterizado otros dos sistemas de bombeo de fármacos en E. coli: 

YhiUV, MdtABC. Las proteínas YhiU y MdtA pertenecen a la familia MFP 

mientras que YhiV y MdtB, MdtC a la superfamilia RND.  

YhiUV confiere resistencia a desoxicolato, cristal violeta, benzalconio y SDS 

(Nagakubo S. y cols., 2002;  Baranova N. & Nikaido H., 2002). Este sistema es 

regulado por un sistema de dos componentes EvgAS (Bohnert Jürgen A. y cols., 

2006). Mutaciones en los genes yhiUV provocan un incremento marcado en la 

susceptibilidad a diferentes drogas, sugiriendo que este sistema puede jugar un 

papel en la resistencia a antimicrobianos, aunque no se ha demostrado aún un 

eflujo directo de drogas por medio de este sistema. (Putman M. y cols., 2000).  

Recientemente se ha descrito que el sistema YhiUV/TolC además de expeler 

hormonas esteroideas, bromuro de etidio, doxorubicia y eritromicina entre otras, 

confiere menor susceptibilidad a desoxicolato, acriflavina, rodaminaG, PAβN 

(fenilalanina-arginina-β-naftilamida), novobiocina, clindamicina, cloranfenicol, 

pyronin Y ( un nuevo macrólido) y fluoroquinilonas, y en cierta medida a linezolid 

(Bohnert Jürgen A. y cols.,  2006). 

Por su parte, el sistema MdtABC está compuesto por 2 proteínas MdtB y 

MdtC que se disponen formando heterodímeros con un rango de sustratos 

ampliados (Nagakubo S. y cols., 2002) y MdtA que funciona como proteína de 

fusión. Este sistema es responsable de la resistencia a desoxicolato, sales biliares y 

novobiocina aunque recientemente se observó que también confieren resistencia de 
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bajo nivel a norfloxacina. Este sistema es regulado por la proteína regulatoria BaeR 

que también regula positivamente a AcrD (Bohnert Jürgen A. y cols.,  2006). Existe 

un gen en el mismo operón mdtD que codifica una proteína tipo MFS, pero que no 

es requerida para la resistencia a antimicrobianos (Grnovic S. y cols., 2002). 

Se observó que los sistemas YhiUV y MdtABC también requieren de la 

presencia de TolC en la membrana externa (Grnovic S. y cols., 2002) para poder 

ejercer el eflujo activo de drogas. 

 
7.5. Efectos de la sobre-expresión de los sistemas de eflujo en 

la susceptibilidad a diversos antimicrobianos en cepas de E. coli  
Los sistemas de eflujo a múltiples drogas presentes en bacterias son  un serio 

problema en la salud pública, pues contribuyen a la emergencia de 

microorganismos resistentes a muchas de las drogas usadas en la práctica clínica y 

por ende al fracaso de los tratamientos, se puede decir que estos sistemas están 

involucrados tanto en la resistencia intrínseca como adquirida en E. coli.  

Otra cuestión que cabe mencionar es que los antimicrobianos, colorantes y 

desinfectantes son usados cotidianamente, además de ser sustratos de estos 

sistemas activos de eflujo, suelen inducir la sobre-expresión de los sistemas de 

eflujo, posibilitando a que las bacterias  adquieran mayores niveles de resistencia 

(Putman M. y cols., 2000). 

Se hicieron estudios con  cepas de E. coli que sobre-expresaban los diferentes 

sistemas de eflujo, AcrAB, AcrD, AcrEF, MdtABC, EmrAB, EmrKY, MacAB, 

MdfA, EmrE y MdtK y luego se determinó la concentración inhibitoria mínima 

(CMI) ensayando una gran variedad de fármacos β-lactámicos y se las comparó 

con la cepa madre sensible resultando que la sobre-expresión de AcrEF disminuye 

la sensibilidad a oxacilina (128 veces), cloxacilina (4 veces), nafcilina (128 veces), 

cefuroxima (4 veces) , cefamandole (4 veces), excepto para faropemen en el que no 

se ve alterada la CMI y si en las cepas que hiperexpresan AcrAB (incrementó 4 

veces). Cabe destacar que en este estudio la sensibilidad a Aztreonam no se vio 

alterada por la sobre-expresión de AcrAB ni de AcrEF (Nishino K. y cols., 2003). 

Lo que las diferentes evidencias sugieren es que el patrón de sensibilidad 

manifestado por cepas que sobre-expresan AcrEF es muy similar al que se obtiene 

con cepas que hiperexpresan AcrAB (Nishino K. y cols., 2003). 
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En cambio con la sobre-expresión de AcrD se obtuvo un incremento de 

resistencia para la oxacilina (32 veces), cloxacilina (16 veces), nafcilina (32 veces), 

cefamandole (2 veces), carbenicilina (16 veces), sulbenicilina (32 veces), 

aztreonam (8 veces) (Nishino K. y cols., 2003). 

Mientas que la sobre-expresión del sistema MdtABC condujo a incrementar 

la CMI para Oxacilina (8 veces), Nafcilina (4 veces), carbenicilina (4 veces), 

sulbenicilina (8veces), cloxacilina (16veces). Excepto por el Aztreonam, el 

espectro de resistencia a β-lactámicos obtenido por AcrD es similar al de MdtABC. 

Estos transportadores tiene similitud en la especificidad de sustratos como 

novobiocina, desoxicolato, y SDS (Hirakawa H. y cols., 2006; Nishino K. y cols. 

2003). 

A diferencia de lo citado anteriormente los sistemas de eflujo EmrAB, 

EmrKY, MacAB, MdfA, EmrE y MdtK no han mostrado conferir resistencia a β-

lactámicos (Nishino K. y cols., 2003). 

Se realizaron trabajos usando cepas de E. coli deficientes de TolC pero que 

sobre-expresaban los sistemas de eflujo AcrAB, AcrD, AcrEF, MdtABC o MdtEF, 

observando que en estas cepas no se alteraba la resistencia a los antimicrobianos 

ensayados, esto lleva a concluir que TolC es indispensable para el desarrollo de 

resistencia a β-lactámicos en E. coli. Los transportadores independientes de TolC 

como MdfA, EmrE y MdtK no confieren resistencia a los antimicrobianos β-

lactámicos probablemente por no interaccionar con esta porina. Asimismo está 

establecido que TolC es requerida para el normal funcionamiento de los 

transportadores RND.  

Por su parte, la deleción del locus acrAB en cepas de E. coli incrementa la 

sensibilidad a muchos antimicrobianos, pero si se hace lo mismo con acrD, acrEF, 

mdtABC, mdtEF no se observan cambios en la sensibilidad a los mismos, una 

posible explicación puede ser que la deleción de estos genes pueda estar 

enmascarado por acrAB, o que la expresión de estos genes no sea expresada en 

condiciones normales.  

Tenemos que tener presente que la sobre-expresión de AcrAB también 

incrementa la resistencia a otros compuestos como bromuro de etidio, cristal 

violeta, ciprofloxacina, cloranfenicol, eritromicina, y tetraciclina (Elkins CA. & 

Nikaido H., 2002), observándose un incremento de 4-8 veces para norfloxacina,  4-
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6 veces para cloranfenicol, 4-16 veces para tetraciclina y de 2-4 veces para ácido 

nalidíxico. 

En general la bibliografía indica que la sobre-expresión de AcrAB en E. coli 

lleva a un incremento en la resistencia de 2 a 4 veces para diversos antimicrobianos 

en comparación con la cepa origen sensible (Tikhonova Elena B. & Zgurskaya 

Helen I., 2004), pero pueden hallarse resultados mayores a los anteriores puesto 

que los mismos varían también según el grado en que se expresa esta bomba de 

eflujo activo en E. coli, observándose incrementos de resistencia de hasta 32 veces 

aciprofloxacina, 64 veces a norfloxacina, 32 veces a ácido nalidíxico, y 24 veces a 

cloranfenicol (Hervé N. y cols., 2006). 

El sistema AcrAB-TolC también es responsable de la resistencia a macrólidos 

en E. coli,  si se inactiva acrAB en E. coli  se produce un incremento de 4 a 8 veces 

en la susceptibilidad a claritromicina y eritromicina, sin embargo al inactivar 

acrAB-tolC los incrementos obtenidos son de 32 a 64 veces mayores respecto a la 

cepa control (Chollet R. y cols., 2004). 

Además la sensibilidad también se ve afectada por el uso de inhibidores de 

los sistemas de eflujo. Por lo que este sistema también tiene como sustratos a estos 

antimicrobianos, sin embargo no se obtuvo el mismo resultado con la telitromicina, 

cuya sensibilidad sólo se incremento 4 veces cuando se inactivaron los genes antes 

mencionados, sugiriendo que en la resistencia a ketólidos podría estar implicado un 

sistema de eflujo independiente de AcrAB-TolC (Chollet R. y cols., 2004). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 155

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



 156

 
 
 
 

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
1. Identificación bacteriana y medios de siembra 
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4. Selección in vitro de mutantes multirresistentes a partir de cepas de E. coli 

aisladas de muestras clínicas: 
- Selección de mutantes multirresistentes con antimicrobianos 
- Selección de mutantes multirresistentes con Fármacos no antimicrobianos 
- Frecuencia de selección 

5. Ensayos de inducción de multirresistencia en cepas de E. coli susceptibles y 
compuestos utilizados en este trabajo 

6. Valoración de la susceptibilidad a antimicrobianos 
- Test de dilución en agar 
- Test de difusión en agar 

7. Caracterización de los sistemas de eflujo valorando la susceptibilidad a 
antimicrobianos en presencia de inhibidor de eflujo activo 

8. Métodos de obtención de los extractos de proteína de membrana externa  e 
interna a partir de cepas de E. coli. 

- Obtención de los extractos de OMP e IMP 
- Obtención de los extractos de Proteínas de unión a penicilina (PBP) 
- Obtención de los extractos de proteína de membrana externa bajo el efecto 

de NaCl al 1,35% 
9. Concentración de proteínas en los extractos (método de Lowry) 
10. Análisis del perfil de proteínas de membrana externa e interna 

- Electroforesis en geles de poliacrilamida 
- Métodos de detección 

11. Valoración  de la actividad β-lactamasa sobre el extracto crudo. 
- Obtención del extracto crudo 
- Valoración de la Actividad Específica de los Extractos Enzimáticos Crudos 

12. Valoración del incremento en la tolerancia al ciclohexano 
13. Ensayos de transducción 
14. Dosaje de la actividad Betagalactosidasa 
15. Valoración de la acumulación de norfloxacina. 

- Técnica de obtención de los sobrenadantes con norfloxacina acumulada 
intracelularmente 

- Técnica de bioensayo 
16. Estudio de los cambios morfológicos 

- Tinción de gram 
- Técnica en fresco. 

17. Estudio del nivel de expresión de acrB 
- Extracción de ARN 
- Transcripción inversa del ARN total y PCR del ADNc  
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1) Identificación bacteriana- medios de siembra 
 

• Medios de identificación 
 
 Sistema API 20E 

 
 El sistema API 20 E se utiliza para la identificación de bacilos gram-negativos 

que pertenezcan a la familia Enterobacteriaceae. Está compuesto por 20 

microtubos que contienen medios de cultivo en forma deshidratada. 

 En primer lugar se reparte unos 5 ml de agua destilada estéril en los tubos de 

una cámara de incubación, y se deposita la galería API 20 E en su interior. 

Posteriormente se realiza una suspensión bacteriana, con una o varias colonias 

iguales, en 5 ml de suero salino estéril, hasta alcanzar una turbidez igual al patrón 

0,5 de McFarland. A continuación, se llenan los cuerpos de los microtubos de la 

galería API 20 E con la suspensión bacteriana recién preparada. Se deberán rellenar 

también las cúpulas de los microtubos rotulados con CIT, VP y GEL (citrato sódico, 

piruvato sódico y gelatina de Kohn). Asimismo habrá que rellenar con aceite de 

parafina estéril las cúpulas de los microtubos rotulados con ADH, LDC, ODC, 

URE y SH2 (arginina, lisina, ornitina, urea y tiosulfato sódico), para obtener 

anaerobiosis. El test Nº 21 corresponde a la prueba de la citocromo oxidasa, que se 

realiza mediante tiras comerciales (DIFCO), dando lugar a un color azul oscuro 

cuando la reacción es positiva. 

 La galería se incuba a 37 ºC durante 18 a 24 horas, se revela con los reactivos 

adecuados según la tabla de lectura y se identifica el microorganismo por 

comparación con las Tablas de Identificación. 
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 Medios de siembra 
 
a) Medios de agar 
 

 Agar de infusión de cerebro y corazón ( ACC) 
 

La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 
siguiente: 
 

 
Agar de infusión de cerebro y corazón en pico de flauta 

 
 

Infusión de cerebro de ternero                                200 g  
Infusión de corazón de vaca                                   250 g 
Proteasa peptona                                                      10 g 
Dextrosa                                                                      2 g 
Cloruro sódico                                                             5 g 
Fosfato disódico                                                       2,5 g 
Agar                                                                          15 g 

(Suministrado por DIFCO) 
  

 
 
 Se utilizó como medio de conservación de las cepas durante un periodo de 

tiempo de 1 a 2 meses a una temperatura de 4-8 ºC. Se resuspendieron 52 g del 

medio deshidratado por litro de agua destilada y se calentaron hasta su total 

disolución se esterilizaron en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. Se repartió en 

cantidades de 20 ml por placa de petri y a cada placa de medio de cultivo aún sin 

solidificar, se le añadió una concentración subinhibitoria de diferentes fármacos, 

según el mutante que se desease preservar. Posteriormente, se situaron sobre una 

superficie hasta que el medio solidificó. Las diferentes placas preparadas fueron 

inocularon con una colonia de cada uno de los mutantes y se mantuvieron a 37 ºC, 

durante 18-24 horas. Una vez crecidas las cepas, se guardaron a una temperatura de 

4 ºC. 
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 Agar  Mac Conckey 
 
 El agar de MacConkey es un medio selectivo diferencial de cultivo en el que 

los organismos no fermentadores de la lactosa forman colonias incoloras y 

transparentes (Álvarez Benito y cols., 1990). Este medio se utizó en placas de Petri 

estériles de 10 cm. de diámetro. En algunos casos se incorporaron al medio de 

cultivo concentraciones subinhibitorias del fármaco de selección, para preservar las 

cepas mutantes. 

 El medio se preparó disolviendo 50 gramos del medio deshidratado por litro de 

agua destilada, calentándolo hasta su completa disolución y esterilizándolo en 

autoclave a 121 ºC durante 15 minutos. Posteriormente se dejó enfriar en un baño 

maría hasta los 50 ºC. Entretanto se incorporaron, en su caso,  a las placas de Petri 

las disoluciones del fármaco, necesarias para preservar las cepas mutantes. 

Finalmente se distribuyó el medio en dichas placas de cultivo y se dejaron 

solidificar sobre una superficie horizontal nivelada. 

La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 
siguiente: 
 

 
Agar de Mac Conkey 

 
 

Peptona                                                                                          7 g 
Proteasa peptona                                                                          10 g 
Lactosa                                                                                         10 g 
Cloruro sódico                                                                               5 g 
Sales biliares                                                                               1,5 g 
Agar                                                                                             13 g 
Rojo neutro                                                                               0,03 g 
Cristal violeta                                                                         0,001 g 

 
pH 7,1 a 25 ºC 

(Suministrado por DIFCO) 
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 Agar de Mueller Hinton 
 
 Es un agar enriquecido utilizado como medio de elección para realizar pruebas 

de sensibilidad a los Antimicrobianos (Álvarez Benito y cols., 1990). El medio se 

preparó disolviendo 38 gramos de dicho medio deshidratado, por litro de agua 

destilada y calentándolo hasta su completa disolución. Se esterilizó en autoclave a 

121 ºC durante 15 minutos. Finalmente se distribuyeron volúmenes fijos y 

determinados del medio en placas de Petri estériles y se dejaron solidificar sobre 

una superficie horizontal nivelada. 

La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la siguiente: 

 
 

Agar de Mueller Hinton 
 
Infusión de carne de vaca                                                             300 g 
Bio-case                                                                                       17,5 g 
Almidón                                                                                         1,5 g 
Agar                                                                                                17 g 
Cationes divalentes            6,08 mg Ca2+ / litro-4,32 mg Mg2+ / litro 

pH 7,3 a 25 ºC 
(Suministrado por DIFCO) 

 
 

 
 Agar lambda  

 
     La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la siguiente: 
 

 
Agar  lambda   

 
 

Triptona                                                                                  10 g 
Extracto de levadura                                                                5 g 
Cloruro de sodio                                                                      5 g 
Agar                                                                                       12 g 
Agua destilada                                                                  1000 ml 

 
 

Este medio fue utilizado en los ensayos de transducción, para obtener mutantes 

con fusiones al gen lacZ. 
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 Agar lambda kanamicina  
 

Al medio agar lambda se le añade una solución de Kanamicina de 

concentración final 50μM. Medio utilizado para la obtención de colonias 

transducidas. 
 

 Agar LB (Luria-Bertani ) 
 

       La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 
siguiente: 
 

 
Agar  LB 

 
 

Triptona                                                                                  10g 
Extracto de levadura                                                                 5g 
Cloruro de sodio                                                                      10g 
Agar                                                                                        12 g 
Agua destilada                                                                   1000ml 

 
PH: 7.0 ± 0.2 a 25 °C. 

(Suministrado por DIFCO) 
 

 
 Se rehidrataron los componentes del medio por litro de agua destilada y luego 

se lo esterilizó en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos (Miller JH., 1972). 
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B) Medios de cultivo líquidos 
 

 Medio Antibiótico Nº 3 
 
 La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 
siguiente: 
 

 
Medio Antibiótico Nº 3 

 
Extracto de carne de vaca                                              1,5 g 
Extracto de levadura                                                 1,5 g 
Peptona                                                                    5 g 
Dextrosa                                                                                  1 g 
Cloruro sódico                                                                       3,5 g 
Fosfato dispotásico                                                              3,68 g 
Fosfato monopotásico                                                          1,32 g 
Agua destilada                                                                                    1000ml 

 
pH 7,0 ± 0,05 a 25 ºC 

(Suministrado por DIFCO) 
 

 
El medio se rehidrató disolviendo 17,5 gramos del medio deshidratado por 

litro de agua destilada. Se distribuyó en matraces o en tubos, y finalmente se 

esterilizó en autoclave a 121ºC durante 15 minutos.  

Este medio fue utilizado en la obtención de los extractos de proteínas de 

membrana externa y para los extractos de proteínas de unión a penicilina (PBP) y 

en los ensayos de inducción de las cepas de E. coli. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 163

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



 Caldo de Mueller Hin
  

ton 

 La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 
siguiente: 
 

 
Caldo de Mueller Hinton 

 
Infusión de carne de vaca                                                      300g                
Bio-case                                                                               17,5 g                
Almidón soluble                                                                    1,5 g                
Cationes divalentes      6,08 mg Ca2+/litro ; 4, 32 mg Mg2+/litro 

  
pH 7,3 ± 0,1 a 25ºC 

(Suministrado por DIFCO) 
 

 
Se utiliza para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de 

microorganismos que crecen en aerobiosis por el método de dilución (Álvarez 

Benito y cols., 1990). Se preparó disolviendo 21 gramos del medio deshidratado 

por litro de agua destilada. Se distribuyó en matraces o en tubos, y se esterilizó en 

autoclave a 121ºC durante 15 minutos 

 
 Caldo de Mueller Hinton con 15% de glicerol 

 
 Se utiliza como medio de conservación de cepas. Se resuspendieron 21 gramos 

del medio deshidratado por litro de agua destilada. Se añadió un 15% de glicerol y 

se esterilizó en autoclave a 121ºC durante 15 minutos. 

Se repartieron en tubos eppendorf estériles y se inocularon con 100-200 μl del 

cultivo fresco de 24 horas que se obtuvieron sembrando cada cepa en tubo con 

caldo de Mueller Hinton. Se congelaron a -70 ºC (Alonso-Urmeneta, 1995; Gherna 

Robert L. y cols.,  1981, Álvarez Benito y cols. 1990) 
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 Caldo LB (Luria-Bertani Broth)  
 

 La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 
siguiente: 
 

 
Caldo  LB 

 
 

Triptona                                                                                   1g 
Extracto de levadura                                                            0,5g 
Cloruro de sodio                                                                      1g 
Agua destilada                                                                 100 ml 

pH : 7.0 ± 0.2 at 25 °C. 
(Suministrado por DIFCO) 

 
 

Se resuspenden los componentes en 100 ml de agua destilada, se calienta 

hasta disolución total, y luego se distribuye en tubos, cada uno conteniendo 5 ml de 

caldo, se tapan herméticamente los tubos y se esterilizan 15 min. a 120 ºC (Miller 

JH., 1972). En ocasiones a los tubos se les añade un fármaco en concentración 

conocida para realizar dichas pruebas. 

 Se utiliza como medio para: los ensayos de tolerancia al ciclohexano y para 

la medida de la actividad de la β-galactosidasa. En los ensayos de Tolerancia al 

ciclohexano se le adiciona al medio 0,1 % de glucosa y 10mM de MgSO4. 

 

 Caldo LB para ensayos de transducción   
 

 La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 
siguiente 
 

Caldo LB  

Triptona                                                                                  32 g 
Extracto De Levadura                                                            20 g 
Cloruro De Sodio                                                                     5 g 
Agua destilada                                                                  1000 ml 

pH: 7 
 

Disolver los componentes en  agua destilada, calentar hasta hervor, llevar a 

pH: 7 con 5 ml de Hidróxido de Sodio 1N que se deben añadir antes de autoclavar. 

Autoclavar 15 min. a 121 ºC. Luego añadir una concentración final 10 mM de 

cloruro de magnesio. Este caldo se utiliza en los ensayos de transducción. Caldo 
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LB Maltosa: se añade al caldo descrito una solución de maltosa 0,2% 

concentración final. Este caldo se utiliza en los ensayos de Transducción. 

 

 Caldo infusión cerebro corazón 
 

La composición del medio, en gramos por litro de agua destilada, es la 

siguiente: 
 

Caldo Infusión de cerebro y corazón 

 
Infusión de cerebro de ternero                                              200 g 
Infusión de corazón de vaca                                                 250 g 
Proteasa peptona                                                                     10 g 
Dextrosa                                                                                   2 g 
Cloruro sódico                                                                          5 g 
Fosfato disódico                                                                    2,5 g 
  

pH 7,4 ± 0,2 a 25 ºC 
 

 
El caldo de cerebro y corazón (CCC) es un medio líquido de enriquecimiento 

(Álvarez Benito y cols., 1990). Se preparó disolviendo 37 gramos del medio 

deshidratado por litro de agua destilada. Se distribuyó en tubos o en matraces, y se 

esterilizó en autoclave a 121 ºC durante 15 minutos.  

Es el medio utilizado para la obtención de los extractos enzimáticos y  para la 

selección de mutantes. 
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2) Antibióticos y Reactivos utilizados en este estudio 
 

A continuación se detallan los antibióticos utilizados en este estudio y las 
casas comerciales correspondientes 

 

Antibiótico 
discos para 

susceptibilidad en  
medio sólido 

 
Laboratorio 

Aztreonam 30μg BIO-RAD Sigma 

Bencilpenicilina - - Sigma 

Cefaloridina - - Sigma 

Cefalotina 30μg BIO-RAD Sigma 

Cefepime - - Bristol-Myers Squibb 

Cefpirome 30μg BIO-RAD Hoechst 

Cefotaxima 30μg BIO-RAD Roussel ibérica 

Cefoxitina 30μg BIO-RAD Merck-Sharp & Dohme 

Ceftazidima 30μg BIO-RAD Glaxo 

Ceftriaxona 30μg BIO-RAD Roche 

Ciprofloxacina 5μg BIO-RAD Bayer Leverkusen 

Cloranfenicol 30μg BIO-RAD Sigma 

Discos Esteriles - - Difco 

Imipenem 10μg BIO-RAD Merck-Sharp & Dohme 

Lomefloxacina 5 μg - G.D. Searle & Co 

Mitomicina C 4 μg - Sigma 

Norfloxacina 5 μg BIO-RAD Sigma 

Tetraciclina 30μg BIO-RAD Sigma 
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Reactivos utilizados en este estudio 
 

A continuación se detallan los reactivos utilizados en este estudio y las casas 
comerciales correspondientes 

 

Reactivos Laboratorio Reactivos Laboratorio

Ácido clorhídrico Panreac Fosfato de Sodio 
MonoBásico Merk 

Ácido acético Panreac Glicerol Merk 
Ácido Etilen-Diamino-
Tetraacético( EDTA) Sigma Glicina Sigma 

Ácido sulfúrico Sigma Glutaraldehído Merk 

Acrilamida Sigma Hidróxido de Sodio Merk 
Albúmina de Suero 
Bovino (BSA) Sigma maltosa Sigma 

Azul Brillante (Brillant 
Blue R250) Sigma Metanol Panreac 

Azul de Bromofenol Aldrich N,N'Metilenbisacrilamida Sigma 

Bocilina Molecular 
Probes, Inc. ONPG Sigma 

Carbonato de Sodio Sigma Paraquat Sigma 
Carbonilcianuro m-
Clorofenilhidrazona 
(CCCP) 

Sigma Persulfato Amónico Sigma 

Ciclohexano Sigma Reactivo de Folin 
Ciacultau Sigma 

cloroformo Sigma Reserpina Sigma 

Cloruro de Bario Sigma Salicilato de sodio Sigma 

Cloruro de Magnesio Sigma Sarkosyl ( N- lauroil 
sarcosinato sódico) Sigma 

Cloruro de potasio Sigma SDS ( Dodecil Sulfato 
Sódico) Sigma 

Cloruro de Sodio Panreac Sulfato Cúprico Sigma 

Etanol Panreac Sulfato de magnesio Sigma 
Fenilmetilsulfonilfluoruro 
(PSMF) Sigma Tartrato Sódico Carlo Erba 

( RPE) 
Formaldehido 37% Sigma Trisma Base Sigma 
Fosfato de Sodio di 
Básico Merk Urea Sigma 
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3) Cepas bacterianas utilizadas en este trabajo: 
  

- Cepas origen: 

En este estudio se utilizaron como cepas origen dos cepas sensibles de E. coli 

aisladas de muestras clínicas denominadas PS7 y PS11 (previamente caracterizadas 

por la Dra. Mª del Mar Tavío Pérez, y que junto al resto de las cepas de este estudio 

pertenecen al catálogo de cepas de la Dra. Tavío Pérez en la Universidad de Las 

Palmas de Gran Canaria). 

 
 

- Cepas controles: 

E. coli AG100, E. coli AG112 (mutante marR derivada de la cepa Ag100 y 

deficiente en OmpF). Ambas cepas fueron donadas por S.B. Levy, Tufts University, 

USA a la Dra. Mª del Mar Tavío. 

La cepa K. pneumoniae ATCC-10031 es la cepa recomendada por Colección 

Española de Cultivos Tipo  para los Test de susceptibilidad y fue donada por el 

Profesor Federico Uruburu (Valencia) a la Dra. Mª del Mar Tavío y se utilizó como 

cepa control en los ensayos de acumulación de norfloxacina. 
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4) Selección de Mutantes multirresistentes a partir de cepas de E. 
oli  aisladas de muestras clínicas c

 
• Selección de  Mutantes multirresistentes a partir de Antibióticos: 

 
Se parte de cepas sensibles de E. coli (PS7, PS11) aisladas de muestras 

clínicas, que fueron previamente tipificadas y sembradas en medios de cultivos 

sólidos. Se coge una colonia aislada y se la siembra medio liquido infusión cerebro 

corazón suplementado con concentraciones suprainhibitorias crecientes de los 

antibióticos (en este trabajo fueron utilizados: ceftazidima, lomefloxacina, 

cefotaxima e imipenem) con los que se realizará la selección de mutantes. Los 

caldos se incuban a 37 ºC entre 24-48 horas. Luego se siembran en placas de Agar 

MacConkey suplementado con la concentración de antimicrobiano usada para la 

selección. 

Las cepas multirresistentes CazE7, LmfE7 y CazE11, fueron seleccionadas in 

vitro e inicialmente caracterizadas por la Dra. Mª del Mar Tavío. 
 
• Selección de Mutantes multirresistentes a partir de fármacos no 

Antibióticos: 
 
 

Se parte de cepas sensibles de E. coli (PS7, PS11) a las que previamente se 

les realiza un estudio de las susceptibilidades mediante pruebas de dilución en agar 

para conocer el valor inicial de la CMI (concentración inhibitoria mínima) frente a 

dichos fármacos. Se coge una colonia aislada y se la siembra en tubos conteniendo 

caldo celebro corazón, con concentraciones suprainhibitorias crecientes de los 

fármacos no antimicrobianos usados para la selección se cepas mutantes (en este 

trabajo fueron utilizados: Salicilato de sodio y Diazepam). Los tubos se incuban a 

37 ºC entre 24-48 hs. Luego se repican en placas de Agar Mac Conkey 

suplementadas con dichos fármacos. 
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Frecuencia de selección: 

Las cepas a estudiar se sembraron en el medio líquido infusión de cerebro y 

corazón, y a las 18-24 horas de incubación se hicieron diluciones seriadas 1/10 en 8 

tubos preparados de solución salina fisiológica estéril. De las suspensiones 

bacterianas resultantes de las diluciones 1/106, 1/107 y 1/108 se extendieron 100 μl 

en placas de medio sin agente selectivo con objeto de realizar el recuento de 

colonias para calcular el número de UFC/ ml presentes en el inóculo origen. 

Asimismo, y para continuar con la selección, del inóculo origen de 24 horas de 

incubación se extendieron 100 μl en nuevas placas con una mayor concentración de 

agente selectivo. 

El medio utilizado para las placas fue el medio de agar de Mueller-Hinton. 

Las colonias que crecieron tanto en el agar con agente selectivo como en el agar sin 

agente selectivo se contaron a las 24, 48 y 72 horas. 

La frecuencia de selección se calculó mediante la relación entre el número de 

colonias desarrolladas en las placas con agente selectivo y las desarrolladas en las 

placas sin dicho agente, teniendo en cuenta las diluciones realizadas (Sanders C. y 

cols., 1984). 
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5) Ensayos de inducción de multirresistencia. 
Para los ensayos de inducción se utilizaron diferentes fármacos no 

antibióticos: 

- Salicilato de sodio (Sigma): Medicamento que disminuye el dolor (analgésico), 

la inflamación (antiinflamatorio), y la fiebre (antipiretico) y es el mejor inductor 

conocido del operón marrab. 

- Propacetamol (UPSA Media LAB.) es un profármaco del paracetamol, es 

soluble en agua por lo que se lo utiliza como analgésico vía parenteral justificada 

en tratamientos post-operatorios, traumatismos agudos, alteraciones gástricas o 

intestinales (analgésico). 

- Ketorolaco trometamol: Toradol 30 mg inyectable (Roche), analgésico 

perteneciente al grupo de los antiinflamatorios no esteroides. Medicamento que 

disminuye el dolor (analgésico), la inflamación (antiinflamatorio), y la fiebre 

(antipirético). También se usa para tratar el reuma (antirreumático). 

- Diclofenaco sódico: Voltarén 75 mg solución inyectable (Novartis), 

Medicamento que disminuye el dolor (analgésico), la inflamación 

(antiinflamatorio), y la fiebre (antipirético). También se usa para tratar el reuma 

(antirreumático). 

- Metamizol magnésico: Nolotil ampollas solución inyectable (Boehringer 

Ingelheim). Medicamento que disminuye el dolor (analgésico) y la fiebre 

(antipirético). 

- Dexametasona: Fortecortein 40 mg inyectable (Merck),  Medicamento que 

sirve para el tratamiento de alergias, asma, artritis, inflamaciones. También se usa 

para prevenir el rechazo en el transplante de órganos (corticoide). 

- Haloperidol: Haloperidol inyectable 1mg/ml (Esteve), Medicamento utilizado 

para tratar enfermedades nerviosas (antipsicótico). 

- Clorpromacina: Largactil 40 mg/ml gotas 10 ml (Aventis), Medicamento 

utilizado para tratar enfermedades nerviosas (antipsicótico). 

- Diazepam: Valium 10 mg ampollas (Roche) es una Benzodiazepina utilizada 

para aliviar el nerviosismo o ansiedad (ansiolítico) y facilitar el sueño (hipnótico). 

- Clonazepam: Rivotril ampollas (Roche), Benzodiazepina utilizada para tratar 

la epilepsia (antiepiléptico). 
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- Fenobarbital: 4 mg/ml (Bayer), derivado barbitúrico que se utiliza para evitar 

las convulsiones (anticonvulsivo), para sedar a los pacientes (los ayuda a dormir 

durante los procedimientos) y para aliviar la ansiedad (ansiolítico). 

- Paraquat: es un compuesto químico usado como herbicida y es un conocido 

inductor del operón soxRS. 

- Cloruro de sodio (Sigma): se hace una valoración de la susceptibilidad de la E. 

coli a los fármacos mencionados anteriormente para conocer la concentración 

inhibitoria mínima (CMI), puesto que para inducir utilizamos concentraciones 

subinhibitorias de dichos fármacos (de  1/4  a 1/512 del valor de su CMI). Se 

coge una colonia de la cepa a estudiar y se cultiva en tubos con 5 ml de medio 

antibiótico Nº 3 suplementado con el fármaco y se deja a 37ºC durante 24 horas, 

los dos días siguientes se hacen nuevos pases a medio fresco suplementado con el 

fármaco en una dilución 1/100. Luego de someter a la bacteria a un continuo 

crecimiento en concentraciones menores a su CMI se considera que está inducida 

y a partir de este cultivo estudiaremos la susceptibilidad a diferentes 

antimicrobianos, analizaremos el perfil de las proteínas de membrana externa así 

como valoraremos el incremento en la tolerancia al ciclohexano en comparación 

con la cepa origen no inducida, técnicas explicadas a continuación.  
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6) Valoración de la susceptibilidad a antimicrobianos 
 

- Test de dilución en agar 
 
 Esta prueba se utiliza para determinar la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) que se define como la concentración mínima de un agente antimicrobiano 

necesario para inhibir el crecimiento del microorganismo que se ensaya. 

 Las diferentes concentraciones de cada antibiótico empleado se obtuvieron a 

partir de una solución inicial con una determinada concentración que se puede 

representar por 2n ó 1/2n (siendo n un número entero). A continuación se realizó 

una dilución seriada cuyo factor de dilución fue de 1/2. Pero además las placas 

fueron suplementadas con la concentración del inductor de resistencia.  

El agar de Mueller Hinton, una vez esterilizado se dejó enfriar en un baño 

maría hasta los 50ºC. Entretanto se incorporaron a las placas de Petri estériles las 

distintas diluciones del antibiótico. Finalmente se distribuyó el medio en dichas 

placas de cultivo, se dejaron enfriar y solidificar sobre una superficie horizontal 

nivelada. Una vez solidificado el agar, las placas se guardaron a 4 ºC.  

Para la preparación de los inóculos se escogieron una o varias colonias 

iguales de un cultivo de 24 horas en agar de MacConkey y se diluyeron en 5 ml de 

suero salino estéril, ajustando la turbidez de la solución a la del patrón Nº 0,5 de la 

escala de sulfato de bario de Mc Farland, correspondiendo esta turbidez a un 

inóculo de 1,5x108 UFC/ml. 

Las placas de agar con y sin antimicrobiano utilizadas como control fueron 

inoculadas con el replicador de Steer, depositando en cada uno de los 32 inóculos 

una cantidad final aproximada de 5 x 104 UFC/ ml. Esta técnica permite sembrar 

varias cepas por placa (20-40), facilitando el estudio simultáneo de la CMI de un 

gran número de cepas a un antimicrobiano (Prats, G., 2005).Las placas se 

inocularon en orden creciente de concentración de antibiótico. Se siguió el método 

recomendado por el National Committee for Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS, 2003a; Woods & Washington, 1995). 
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- Test de difusión en agar 
 

Método muy utilizado por la sencillez para el estudio de la sensibilidad de las 

bacterias. Se basa en la inhibición de creciemento de la bacteria alrededor de un 

disco cargado con un antimicrobiano que difunde en medio sólido (Prats G., 2005). 

Esta técnica consiste en la siembra de la bacteria en la superficie de una placa 

con un medio de cultivo, sobre el que se depositan unos discos de papel cargados 

con una cantidad precisa de antibiótico, que difunde casi instantáneamente a través 

del agar, formándose un gradiente de concentración del mismo alrededor del disco. 

Posteriormente, se lleva a incubar a 37 ºC durante 18 horas (Prats G., 2005). 

La cepa bajo estudio se aplicó a partir de un cultivo en medio líquido 

suplementado con la concentración del inductor de resistencia, mediante la técnica 

de barrido de la placa con un hisopo impregnado en dicho medio líquido.  

 El microorganismo crece en la superficie de la placa, pero alrededor de los 

discos se forman halos de inhibición más o menos grandes, dependiendo de la 

mayor o menor sensibilidad de la bacteria a cada unos de los antibióticos. Se mide 

el diámetro del halo (expresado en milímetros) y se lleva a tablas que correlacionan 

los diámetros con la sensibilidad.  

El medio de cultivo utilizado fue el agar de Mueller Hinton y se siguió el 

método recomendado por National Committee for Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS, 2003a). 

Para la preparación de los inóculos se escogieron una o varias colonias 

iguales de un cultivo de 24 horas en agar de MacConkey y se diluyeron en 5 ml de 

suero salino estéril, ajustando la turbidez de la solución a la del patrón Nº 0,5 de la 

escala de sulfato de bario de Mc Farland.  

Para inocular el agar se utilizó un hisopo estéril humedecido en la suspensión 

bacteriana, impregnando de forma homogénea todo el agar. Pasados unos 15 

minutos se dispusieron los discos de antibiótico y tras unos 30 minutos a 

temperatura ambiente para permitir la difusión del antibiótico, se incubó durante 16 

a 18 horas a 37 ºC (NCCLS, 2003a; Woods G. & Washington J., 1995).  

Se midieron los halos en los que no había crecimiento bacteriano y las 

medidas se interpretaron de acuerdo con las recomendaciones del NCCLS (NCCLS, 

2003a). 
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- Método de preparación del 0,5 Standard de Mc Farland: 
 
Para estandarizar la densidad del inóculo se usa una suspensión de sulfato de bario 

como estándar de turbidez (0,5 de la escala de Mc Farland). Preparar dicho 

estándar agregando 0,5 ml de BaCl2 0,048M (1,175% P/V BaCl2.2H2O) a 99,5 ml 

de H2SO4, 0,18 M (0,36 N) (1% V/V). Verificar la densidad correcta del estándar 

usando un espectrofotómetro. La absorbancia a 625 nm debe ser 0,08 a 0,10, para 

el estándar 0,5 de Mc Farland. Una turbidez equivalente al 0,5 de Mc Farland 

representa aproximadamente 108 UFC/ ml para bacterias de rápido crecimiento. La 

estandarización de inóculo es esencial ya que el tamaño de la zona de inhibición es 

muy dependiente de la densidad del inóculo utilizado. Distribuir en 4-6 ml dentro 

de tubos similares a los  usados para la preparación de los inóculos de las cepas 

clínicas y mantener guardados a al abrigo de la luz. Inmediatamente después de su 

preparación, los tubos se deben sellar herméticamente para evitar la evaporación y 

concentración de la suspensión (Pasterán F. y cols., 2003). 
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7) Valoración de la susceptibilidad a diferentes antimicrobianos  
 

• En presencia de inhibidores de los sistemas de eflujo activo: 
 

 La Valoración de la susceptibilidad a diferentes antimicrobianos se realizó en 

presencia y en ausencia de los inhibidores de las bombas de eflujo tanto para las 

cepas origen como para los mutantes seleccionados.  

El CCCP (Carbonyl cyanide m-chlorophenylhydrazone) reduce el potencial 

de membrana al disipar la fuerza protón motriz de la membrana citoplasmática, 

afectando de esta manera a los sistemas activos de expulsión de drogas y como 

consecuencia se produce una mayor penetración del antimicrobiano a la célula 

(Mahamoud A. y cols., 2007, Panja S. y cols., 2006). 

El rango óptimo de actividad del CCCP en E. coli es angosto y esta 

comprendido entre 40-60 μM (Kinoshita N. y cols., 1984). Igualmente se midió 

experimentalmente la mayor concentración del inhibidor que no afecta el 

crecimiento bacteriano. Esta concentración fue usada en los experimentos. Para ello 

se añade el agente inhibidor al Mueller Hinton a la concentración deseada (las 

concentraciones usadas en este trabajo fueron: 50μM  y 100 μM para CCCP) y se 

determina la susceptibilidad a los diferentes antimicrobianos por los métodos 

comentados previamente (método de difusión en agar / método de dilución en agar). 

 

 

 
CCCP (Pagès, 2005) 
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• Valoración de la susceptibilidad a antimicrobianos en cepas obtenidas 
tras estimulación de la expresión de la porina F (OmpF) con cloruro de 
sodio 1,35% 
 

- Protocolo de extracción de los extractos de proteínas de membrana externa. 
 

El primer día se procede a sembrar la cepa a estudiar (que debe ser 

deficiente en la porina F) en un tubo con 5 ml de medio antibiótico Nº 3 y se incuba 

24hs a 37ºC. Al día siguiente se pasan 50 μl de dicho  tubo a  2 tubos con 5 ml del 

mismo medio fresco, a uno de ellos se le adiciona cloruro de sodio al 1 % P/V y 

ambos se incuban 24 horas a 37ºC. 

Al tercer día se hace el último pase a matraz de 500 ml, uno de ellos 

conteniendo cloruro de sodio al 1%, para ello vertemos los tubos de 5 ml crecidos 

del pase anterior, al matraz correspondiente. Y se procede a realizar el extracto de 

proteínas de membrana externa  como se explicó anteriormente. Una vez obtenido 

el extracto se determinó la concentración de proteínas por la técnica de lowry, y se 

procede a realizar un gel de acrilamida-bisacrilamida para comprobar que dicha 

cepa gana la porina F. Se la compara con el extracto obtenido en ausencia de 

cloruro de sodio, y con controles OmpF (+) y OmpF (-).  

Además a esta cepa se le realiza la valoración de la susceptibilidad a 

diferentes antimicrobianos (cloranfenicol, tetraciclina, ceftazidima, cefotaxima, 

cefoxitina, ceftriaxona, imipenem, cefalotina, cefaloridina, norfloxacina y ácido 

nalidíxico).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 178

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



8) Métodos de obtención de los extractos de proteína de membrana 
externa e interna a partir de cepas de E. coli 
 
• Método de obtención de los Extractos de proteína de membrana externa  

     (OMP = out membrane protein) e interna (IMP = inner membrana protien): 
 

La extracción de proteínas de membrana se realizó según el método de Sawai T. y 

cols. (1982) (Sawai T. y cols., 1982) pero con algunas modificaciones que se 

describen a continuación:   

A partir de 1 litro de cultivo bacteriano (en fase exponencial de crecimiento) de 

cada cepa en medio Antibiótico Nº 3, se centrifuga a 4500 r.p.m y se resuspende el  

Pellet en tris HCl 30mM PH: 8. Posteriormente se rompen las células por medio de 

sonicación y se las separa de las células enteras por medio de centrifugación a 

20.000 r.p.m. Se utiliza una solución de Sarkosyl (N-lauroilsarcosinato sódico) al 

2% para solubilizar las membranas citoplasmáticas, permaneciendo insoluble las 

membranas externas, por medio de centrifugación se separan las proteínas de 

membrana interna (IMP) presentes en el sobrenadante, mientras que el sedimento 

contiene los constituyentes de la membrana externa bacteriana (OMP) (Sawai T.  y 

cols.,  1982; Filip C.,  Fletcher G.  y cols.,  1973) 
                                                 

 179

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



• Método de obtención de los extractos de proteínas de unión a Penicilina 
( PBPs ) a partir de cepas de E. coli: 
 

Se hacen crecer las cepas a estudiar en 1 litro de medio Antibiótico Nº 3, se 

incuban 5 horas a 37 ºC, y se recoge el sedimento por centrifugación 

resuspendiendo el mismo con buffer fosfato 20mM pH: 7,5-140mM NaCl, se lo 

sonica y centrifuga para remover los restos de células completas y posteriormente 

se recuperan las membranas completas por centrifugación. A dicho pellet se lo 

resuspende en  1ml de buffer fosfato 20mM pH: 7,5-140mM NaCl (Genshi Zhao y 

cols., 1999).  

Las PBP se analizaran mediante electroforesis en geles de SDS-

poliacrilamida al 12-12,5 %. 

La detección se puede realizar por coloración con una variante del coomasie 

blue (imperial TM Protein Stain) o detectarlas por fluorescencia con una penicilina 

fluorescente llamada Bocilina, para lo cual se siguen diferentes técnicas: 

- Tinción con imperial TM  Protein Stain: se hace una  dilución del extracto proteico 

con agua destilada estéril para un volumen final de 200 μl, al que se le añade 

Sarkosyl al 2%, y luego por centrifugación se obtiene el sobrenadante que es donde 

se encuentran las PBPs.  

- detección con Bocilina y luz ultravioleta: se hace una dilución del extracto 

proteico con Bocilina (concentración final 25 μM) posteriormente se añade 

Sarkosyl al 2%, y luego de centrifugar se obtiene el sobrenadante que es donde se 

encuentran las PBPs (Genshi Zhao y cols., 1999).  
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9) Valoración de la concentración de Proteínas de los Extractos 
ediante el método de Lowry m

 
En 1951 Lowry comenzó a utilizar el reactivo de Folin-Ciocalteu para la 

cuantificación de proteínas empleado generalmente para detectar grupos fenólicos. 

Este reactivo detecta los residuos de tirosina debido a su naturaleza fenólica, 

aunque su sensibilidad se mejora añadiendo iones de cobre. Para establecer la 

relación entre la absorbancia y la concentración de proteína se realiza una curva de 

calibrado con un patrón realizado mediante una dilución seriada  y a partir de 

concentraciones conocidas de albúmina de suero bovino (BSA).  

La composición del reactivo de cobre alcalino utilizado en el método de Lowry es 

la siguiente: 

  

- sulfato cúprico.5H2O……..100 mg/l 

- Tartrato sódico……………....1    g/l 

- carbonato sódico…………...90    g/l 

- hidróxido sódico…………...18    g/l 

 

 

Luego se preparan las diluciones para realizar la curva de calibración con el 

patrón Albúmina Bovina. Se hace por duplicado. 

Realización: 

Se mezclan 500 μl de muestra con 500 μl del reactivo cobre alcalino y se 

dejan reaccionar durante 10 minutos. Se añade 1,5 ml del reactivo de Folin 

Ciacoltau al 10%. Agitar y leer al espectrofotómetro a la media hora a 650 nm, 

llevando el aparato a cero con agua destilada (Holme D. & Peck H.,  1987). 
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10) Análisis del perfil de proteínas de membrana externa e 
interna 

 
• Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 
La electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato 

sódico (SDS) es la técnica más efectiva para examinar el perfil polipeptídico de 

fracciones subcelulares, permite separar las proteínas presentes en una muestra en 

función de su peso molecular, puesto que el SDS es un detergente aniónico, que se 

une a las proteínas formando complejos a los que le confiere la misma densidad de 

carga superficial negativa (Prats G., 2005). Se utilizó una cubeta de electroforesis 

vertical de Techware. El gel se preparó siguiendo la técnica de Ames (1973), con 

modificaciones en la composición, mediante una combinación de las descritas por 

Laemmli (1970) y Neville (1971) (Lugtenberg B. y cols., 1975). 

Las soluciones reguladoras de pH diferente (sistema discontinuo) utilizadas 

para el gel superior y el gel inferior proporcionan una buena resolución. En el gel 

superior se consigue un rápido movimiento iónico y las proteínas son comprimidas 

mediante este movimiento en una delgada banda al mismo tiempo que entran en el 

gel inferior o de separación, en el cual se retarda el movimiento por las propiedades 

filtrantes del gel. 

La separación de las proteínas de membrana tanto externa como interna se llevó 

a cabo en geles de poliacrilamida a una concentración del 10-12,5% con dodecil 

sulfato sódico (SDS) (Hancok R.E.W. y cols., 1979). Así como en geles de 

poliacrilamida a una concentración del 10% SDS, suplementado con diferentes 

concentraciones de UREA. La polimerización de los geles se llevó a cabo mediante 

la presencia de persulfato amónico al 10% y TEMED 

La electroforesis se llevó a cabo a temperatura ambiente usando una corriente 

constante de 25 a 30 miliamperios por gel. El paso de corriente se detuvo cuando el 

frente llegó a 1 cm. del borde inferior del gel. 
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• Preparación de las muestras para sembrar en geles de poliacrilamida  
 
Antes de preparar la muestra a sembrar se debe conocer la concentración de las 

presente en el extracto, para lo cual se utiliza la técnica de lowry, que se detalla 

anteriormente. 

Cuando se conoce la cantidad de proteína presente, se procede a mezclar 1:1 la 

muestra (extracto de proteínas)  con el buffer muestra, y se calculan los microlitos a 

cargar en el gel de acuerdo a los microgramos (μg) de proteínas que quisiéramos 

sembrar. Esta mezcla 1:1 posteriormente se somete a desnaturalización por calor a 

100ºC durante 10 minutos (Tavío MM. y cols., 1999). 

 Tampón regulador para solubilizar la muestra  
 
(0,125 M Tris-HCl pH: 6,8, 4% SDS, 20% glicerol, 10% β-mercaptoetanol) 

Se prepara de la siguiente manera: 

- 2 ml de Buffer UP 

- 4 ml de SDS al 10% 

- 2 ml de glicerol 

- 2 ml de β-mercaptoetanol 

Adicionar 0,004% de azul de bromofenol- fraccionar en eppendorf  y guardar a -

20ºC. 
 
 Para los geles de proteínas de unión a penicilina (PBPs) se procede a mezclar el 

sobrenadante proteico con el tampón regulador en relación 1:2 y se calienta a 

100ºC durante 3 minutos. Luego se calcula la cantidad de microlitos a cargar en el 

gel de acuerdo a la cantidad de proteína que necesitemos detectar (Genshi Zhao y 

cols., 1999). 
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Patrones de peso molecular: 

 Para los geles de Proteínas de unión a penicilina (PBPs) que serán detectados 

con Bocilina y luz ultravioleta, se utilizó un peso molecular fluorescente (F-

3526 Sigma).  

 

Marcador Peso molecular Daltons 

Beta-galactosidasa 116.000 

Albumina 66.000 

Alcohol Deshidrogenasa 39.800 

Anhidrasa carbónica 29.000 

Inhibidor de tripsina 20.100 

 

 Para los demás geles se confecciona un peso molecular con los siguientes 

componentes (Sigma): 

 

Marcador Peso molecular Daltons 

Albúmina bovina 66.000 

Ovalbúmina 45.000 

Gliceraldehído-3-P-Deshidrogenasa 36.000 

Anhidrasa carbónica 29.000 

Tripsinógeno 24.000 

Inhibidor de tripsina 20.100 

α-lactoalbumina 14.200 
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• Métodos de detección de proteínas en geles de Acrilamida 
 
Luego de la electroforesis, el gel se tiñe con coomasie blue, o sales de plata. Las 

proteínas aparecen como bandas cuya posición relativa en el gel depende de su 

peso molecular, que puede extrapolarse a partir de los pesos del estándar utilizado. 

 
Coloración de los geles de acrilamida 
 
a) tinción con Coomasie blue: 
 
- El colorante se prepara a 0,125 % 

- Esta cantidad se disuelve en la siguiente solución, con los porcentajes 

correspondientes: 

- 45 % metanol 
- 10 % ácido acético 
- 45 % agua destilada 

 
Una vez colorada se procede a la decoloración del mismo para lo cual se lava  el 

gel  con agua del chorro, con cuidado, y se recupera el tinte, porque sirve para otras 

tinciones. 

- El decolorante se prepara de la siguiente manera: 
 

- 45 % de metanol 
- 10 % de ácido acético 
- 45 % de agua destilada 

- Dejar el gel en la solución decolorante. 
 
b
 

) Tinción con imperial TM  Protein Stain: 
Este colorante comercial (PIERCE) es un derivado del coomassie R- 250 que sirve 

para la detección específica de proteínas en geles de poliacrilamida con una 

sensibilidad de  ≤ 3 ng.   
 
c) Detección por fluorescencia utilizando Bocilina y luz ultravioleta: 
 La Bocilina (Molecular Probes, Inc.) es una penicilina fluorescente derivado de 

la penicilina V (Fig.1) utilizada para la detección de las proteínas de unión a 

penicilina (PBPs). Permite la detección de 30 nanogramos (ng) de proteínas bajo 

luz ultravioleta y de 2 a 4 ng bajo un fluorómetro. Este reactivo es un sólido 

naranja con un coeficiente de extinción de 68.000 y un máximo de absorción a 

504nm. Fluoresce a 511nm y bajo excitación a 504 nm. Para preparar este reactivo 

se procede a disolver 1mg (vial) en 7,575 ml de agua destilada. Concentración final 
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de 132 μg/ml. Se guarda a -20ºC al abrigo de la luz.  La Bocilina en este trabajo se 

utiliza en una concentración final de 25 μM. Los geles de SDS-PAGE serán 

visualizados por quimioluminiscencia / fluorescencia en un sistema de 

documentación de geles  ChemiDocTM  de Bio-Rad (Genshi Zhao y cols., 1999; 

Gee Kyle R. y cols., 2001) 

 

 

 
 

Fig. 1: Estructura química de la Bocilina (Genshi Zhao y cols., 1999) 
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11) Valoración  de la actividad β-lactamasa sobre el extracto crudo  
 
• Obtención del extracto enzimático: 

 
Los primeros pasos consisten en sembrar la cepa que se va a estudiar, en caldo 

cerebro corazón (CCC)  y realizar una serie de pases en distinta cantidades. 

Sembrar en un tubo de 5 ml de CCC una colonia de la placa donde esta sembrada la 

cepa a estudiar incubar a 37 ºC durante 24 horas 
Los cultivos bacterianos obtenidos después, se diluyeron en medio fresco en 

proporción 1/100 incubándose durante 5 horas en agitación a 37 ºC.  

Posteriormente se hace una nueva dilución 1/100  en 2 tubos de 25 ml y tras 24 

horas de incubación a 37ºC se hace el último pase a matraz de 500 ml de CCC para 

ello vertemos los 2 tubos crecidos del pase anterior, por matraz (A las 2 horas en 

caso de estar estudiando alguna sustancia  le añadimos a uno de los matraces el 

inductor. Lo marcamos y lo volvemos a poner a 37 ºC. Así veremos la diferencia 

de la cepa sola, es decir sin ninguna sustancia, y de la misma cepa con un inductor).  

A las 5 horas de incubación se comienza el extracto, se centrifuga a 9.000 r.p.m 

durante 15 minutos realizando dos lavados con solución tampón fosfato sódico 50 

mM a pH 7. Los sedimentos obtenidos se resuspendieron en 5 ml del mismo 

solución tamponante y se sometieron a sonicación hasta que adquirieron cierta 

transparencia, manteniendo en todo momento su temperatura a no más de 5ºC, 

luego se centrifuga a 20.000 r.p.m durante 1 hora a 4 ºC desechando el sedimento y 

congelando a -20 ºC los sobrenadantes. 
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• Valoración de la Actividad Específica de los Extractos Enzimáticos Crudos 
 
La actividad de las β-lactamasas del extracto crudo fue cuantificada mediante 

ensayo espectrofotométrico en solución reguladora de fosfato 50 mM, pH 7 y 25 

ºC. Como sustrato se emplearon bencilpenicilina y cefaloridina. Se prepararon 

soluciones de los antibióticos a ensayar con solución tampón fosfato sódico 50 mM 

y pH 7 a las siguientes concentraciones: 

Bencilpenicilina 100 μM 

Cefaloridina             100 μM 

El grado de hidrólisis se determinó en la porción inicial lineal de la curva de 

hidrólisis utilizando para la bencilpenicilina una longitud de onda de 230 nm y para 

la cefaloridina una longitud de onda de 260 nm. La unidad de actividad β-

lactamásica se define como la cantidad de enzima que hidroliza un μMol del 

antibiótico por minuto a temperatura ambiente y a pH 7. Las actividades β-

lactamásicas fueron estandarizadas por miligramos de proteína. La actividad 

específica de cada extracto enzimático es la media aritmética de al menos tres 

determinaciones frente a una misma concentración de cada antibiótico 

(Amicosante, Oratote y cols., 1988; Marchou, Bellido y cols.,. 1987; Michel-

Briand, Nicolas, y cols. 1992). Para las medidas espectrofotométricas se utilizó un 

espectofotómetro Hitachi U-2000. 
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12) Valoración del incremento en la tolerancia al ciclohexano (CH) 
en cepas de E. coli  
 

• Ensayo en medio Líquido  (caldo LB, glucosa 0,1%, MgSO4 10 mM)  
 
Por medio de esta técnica vamos a valorar el incremento en la tolerancia al 

ciclohexano, midiendo el aumento de turbidez a 660nm en función del tiempo. Se 

trabaja con cepas en fase exponencial de crecimiento. En este trabajo vamos a 

valorar el incremento de la tolerancia al ciclohexano en las cepas de E. coli 

mutantes seleccionadas a partir de antimicrobianos y de fármacos no 

antimicrobianos y en cepas de E. coli inducidas ante diferentes compuestos. 
Para ello utilizamos una variación del protocolo en medio líquido propuesto por 

Hiroyuki Asako y cols. en 1997:  
 
A) Valoración del incremento en la tolerancia al CH en presencia de una 
ustancia inductora: s

 
Para ello se procede a sembrar la cepa de E. coli a estudiar en tubo 

conteniendo 5 ml de Caldo Luria Broth (LB) al cual se lo suplementa con 0,1% de 

glucosa y 10 mM de MgSO4 para aumentar la viabilidad de las células ante la 

presencia de solventes orgánicos. Se incuba 24 horas a 37ºC.  

Sembrar 50 μl del cultivo crecido en  tubos con 5 ml de caldo LB a los que 

previamente se les añadió la sustancia inductora a probar en diferentes 

concentraciones. A estos tubos se los marca como primer pase. Se incuban 24 hs a 

37ºC. Al día siguiente se procede de la misma manera marcando los tubos como 

segundo pase. Este día también se procede a sembrar en tubo la cepa a estudiar sin 

inductor y la cepa sensible E. coli AG100 que serán utilizadas como controles. 

Una vez que la cepa a estudiar ha sido sometida a dos pases previos con la 

sustancia inductora se procede a medir su tolerancia al ciclohexano.  

Se inoculan 50 μl de los tubos del 2º pase y los controles en tubos con 5 ml de 

caldo LB a los cuales también se le añade el inductor, excepto en los controles y se 

toma la 1º lectura a 660 nm (lectura a tiempo 0), luego se incuban 3hs a 37 ºC, y se 

realiza la 2º lectura a 660nm (lectura 3 horas). A estos tubos se les adiciona el 10% 

V/V de ciclohexano en cada uno de los tubos, se tapan para evitar la evaporación 

del mismo, y se realiza la lectura espectrofotométrica a las 3, 6 y 21 horas 

posteriores de la 1º lectura (serán las lecturas 6, 9 y 24 horas desde el comienzo). 
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De manera que podremos comparar el valor del incremento en la tolerancia al 

ciclohexano en presencia o no de sustancias inductoras y compararlos con los 

obtenidos de la cepa original sin inducir y de la cepa sensible E. coli AG100. Estos 

ensayos fueron realizados por triplicados. 
 
B) Valoración del incremento en la tolerancia al CH en ausencia de sustancia 
inductora: 
 

Esta técnica se utiliza para comparar la tolerancia al ciclohexano de la cepa 

mutante seleccionada in vitro o aisladas de muestras clínicas con alguna la cepa 

sensible original o alguna utilizada como control. Entonces para estos casos no se 

necesita inducción previa. Se hacen crecer las cepas en caldo LB, se las incuba 

24hs a 37ºC, y al día siguiente se procede a medir la tolerancia de la cepa al 

ciclohexano como se describió previamente.  Siempre utilizar la cepa sensible E. 

coli AG100 como control. 
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13) Ensayos de Transducción  
 
Plásmido, cepa                                 propiedades o fenotipo                               Fuente o 

Fago                                                                                                               Referencia 
 
 
MC 4100                   F- araD139 ∆ (argF-lac)U169 rpsL 150         Casadaban, 
1976 
                                       relA1 flbB5301 deoC ptsF25 rbsR 
 
 B177                         MC4100 zdd-230:: n9 Cmr ∆ mar                     Miller, 1994 
 
MH225                      MC4100 malQ7 ф (ompC:: lacZ) 10-25            Hall, 1979 
 
MH610                      MC4100 araD+ ф (ompF:: lacZ) 16-10            Hall, 1981         
 
MH513                      MC4100 araD+ ф (ompF:: lacZ) 16-13            Hall, 1981           
 
SB221                       MC4100 (pmicB21) ф (micF:: lacZ)                 Mizuno, 1984 
 

 

Se obtuvieron lisógenos espontáneos del fago lambda tras hacer crecer las 

cepa lisógena donante en 3 ml de LB a 37 ºC durante 7 horas, posteriormente se 

tratan a dichos cultivos con cloroformo 1/10 (V/V), y se eliminaron los restos 

celulares por centrifugación 14.000 r.p.m durante 7 minutos. 

Simultáneamente se crecieron las cepas a transducir en Caldo LB  adicionado 

de maltosa al 0,2% por 7 horas. 

Luego se mezclaron el sobrenadante del cultivo de cada cepa donante con las 

cepas receptoras según procedimientos convencionales (Provence D. & Curtis R., 

III, 1994). Finalmente, después de una incubación de 30 minutos a temperatura 

ambiente y 1 hora de crecimiento con aireación, las células transductantes fueron 

aisladas por plaqueo en medio selectivo (agar lambda adicionado de kanamicina) 

tras 18 a 24 horas de incubación a 37ºC. La cepa SB221 fue utilizada como la 

donante para transducir la fusión micF::lacZ. 

 

 

 

 

 

 

 191

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



14) Valoración de la actividad beta-galactosidasa: 
 

Para efectuar los ensayos de beta-galactosidasa los cultivos de 18 horas de 

incubación de las cepas transducidas se diluyen 1: 100 en caldo LB y se crecen a     

37 ºC hasta fase exponencial de crecimiento (en este estudio se agrega 5mM de 

Salicilato de Sodio). Se incuban 4 horas aeróbicamente hasta que las células 

alcanzan la fase logarítmica.  

La actividad beta-galactosidasa se mide adaptando la técnica descripta por 

Miller (Miller JH, 1972), usando como sustrato de la reacción el o-nitrofenil-beta-

D-galactósido (ONPG), un compuesto incoloro estructuralmente similar a la 

lactosa que en presencia de la enzima beta-galactosidasa se rompe en galactosa y o-

nitrofenil, un compuesto color amarillo. 

Realización: 

a) Se hace crecer la cepa en caldo LB (con y sin salicilato de sodio) 4 horas 

aeróbicamente hasta alcanzar la fase logarítmica. Luego se mide la densidad óptica 

a 630nm. 

Se prepara la reacción de la siguiente manera: 

- 270 μl de buffer Z 

- 30 μl cultivo a) 

- 14 μl SDS 0,1 % 

- 24 μl cloroformo 

b) Mezclar 10 segundos, y dejar en reposo durante 10 minutos, posteriormente se 

separa la fase acuosa y se añaden 60 μl del sustrato de la reacción (ONPG), se larga 

el cronómetro y se toman los minutos (ΔT) en que tarda en aparecer el color 

amarillo incubando la reacción a 30ºC.  

c) Se corta la reacción con 150 μl de carbonato de sodio 1M y se mide la densidad 

óptica  405nm. 

d) se calculan Las Unidades Miller como:  

 
DO a 405nm x 10.000 

                                                       ΔT  x DO a 630nm 
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Para esta técnica se usa el buffer Z cuyos componentes se describen a continuación: 

Buffer Z:  

Na2HPO4.7H2O         16,1 gr. 

NaH2PO4.H2O            5,5 gr. 

KCl                               0,75 gr. 

MgSO4.7H2O             0,246 gr. 

β-mercaptoetanol         2,7 ml 

Agua destilada csp.      1000ml  

       pH =7 conservar a 4ºC 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 193

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



15) Valoración de la acumulación de Norfloxacina. Técnica de 
bioensayo 
 
 
Mediante esta técnica se quiere demostrar que la cantidad de norfloxacino 

acumulada en el espacio intracelular está en función del grado de difusión de dicho 

fármaco a través de la membrana externa así como de la influencia de las bombas 

de expulsión activa a través de la membrana interna. El CCCP (carbonil-cianuro 

m-clorofenilhidrazona) es una sustancia que despolariza la pared celular bacteriana 

mediante la inhibición del gradiente protónico, impidiendo el transporte 

transmembrana protón dependiente (Celesk RA. y cols., 1989; Hirai y cols., 1986; 

Mccaffrey C  y cols., 1992) 

• Técnica de obtención de los sobrenadantes con norfloxacina acumulada 

por la bacteria 

La técnica utilizada es la empleada por Hirai y cols. en 1986 (Hirai y cols., 

1986) pero con algunas modificaciones descritas en (Tavio M.M. et al., 1999). 

Se diluyeron cultivos bacterianos en medio Antibiótico Nº 3 de 24 horas con 

el mismo medio en proporción 1:20 y se incubaron durante 5 horas a 37 ºC. A 

continuación se centrifugaron a 4.000 g durante 20 minutos y el extracto celular se 

diluyó en solución reguladora de fosfato 50 mM, pH 7 hasta adquirir una 

absorbancia espectrofotométrica de 1,5 medida a una longitud de onda de 520 nm. 

(Él numero de células viables fue comprobado mediante dilución seriada y siembra 

de un inóculo en placas de agar). Cada solución bacteriana obtenida de esta forma 

se repartió en una triple serie de tubos estériles dispensando 8 ml por tubo. El 

número de tubos de cada serie debe de coincidir con el número de intervalos de 

tiempo, que coincidirán con el número de muestras a obtener, durante el tiempo 

que dure el ensayo. En nuestro caso preparamos cuatro tubos por serie que 

coincidieron con la separación de las muestras a los  5, 15 y 30 minutos del 

comienzo del ensayo.  

A continuación, a una serie completa, se le añadió CCCP para obtener una 

concentración final en cada tubo de 50μM y a otra serie completa, se le añadió 

CCCP para obtener una concentración final en cada tubo de 100 μM. 

Posteriormente se incubaron en baño maría a 37ºC durante 10 minutos. Pasado ese 

tiempo, se añadió norfloxacina en las tres series de tubos para obtener una 

concentración final en cada tubo de 10 μg/ml. 
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A los 5, 15 y 30 minutos de añadir el norfloxacina se tomaron un tubo de 

cada serie, se mantuvieron a 5ºC hasta que se centrifugaron a 4.000 g durante 20 

minutos a 5 ºC, recogiendo los sedimentos y desechando los sobrenadantes. Estos 

sedimentos se resuspendieron con 4 ml solución de tampón fosfato sódico 50 mM, 

pH 7 y se volvieron a centrifugar para realizar un lavado extracelular. Esta 

operación se realizó tres veces. Cada sedimento final así obtenido fue resuspendido 

en 200 μl de solución de tampón fosfato sódico 50 mM, pH 7 y se mantuvieron a 

100ºC durante 10 minutos. A continuación se centrifugaron en una centrífuga de 

tubos Eppendorf durante 10 minutos recogiendo el sobrenadante con el 

norfloxacina intracelular acumulado. Se congelaron a -20 ºC. 

 

• Técnica de bioensayo 

 Los niveles de norfloxacina en los sobrenadantes se determinaron con la 

técnica del bioensayo por el método de difusión en agar utilizando la cepa 

Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 (Celesk RA. y cols, 1989; González FW.  y 

cols., 1985). Del cultivo de una noche en agar de MacConkey se escogieron 4 ó 5 

colonias y se sembraron en 10 ml medio antibiótico Nº 3 y se incubaron durante 18 

horas. A continuación se realizaron diluciones 1/10 en suero salino hasta obtener 

108 UFC/ml. A partir de una solución de norfloxacino de 8 μg/ml se hicieron 

diluciones progresivas con factor de dilución 1/2 con el fin de elaborar una curva 

patrón. Las tres series de diluciones de norfloxacino se prepararon tanto con CCCP 

a una concentración final de 50  y 100 μM como sin él. Las placas de Mueller 

Hinton se sembraron con un hisopo a partir de una dilución de 108  UFC/ml de la 

cepa control. A continuación se dispusieron los discos estériles con 20 μl de cada 

una de las muestras del sobrenadante intracelular recogido. Se incubaron durante 

18 horas a 37ºC y tras ese tiempo se midieron los halos de inhibición. Los 

resultados se procesaron mediante el programa Graph Pad Inplot Versión 4.0 de 

Graph Pad Software Inc. 1992. 
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16) Estudio de los cambios morfológicos. 

 

Tinción de Gram: 

Los posibles cambios morfológicos presentes en las cepas mutantes seleccionadas 

tanto con antibióticos (ceftazidima y lomefloxacina) como con fármacos no 

antibióticos  (salicilato de sodio y diazepam) fueron valorados mediante 

microscopía óptica utilizando la tinción de Gram. 

Esta coloración permite la clasificación de las bacterias en Gram positivas y gram 

negativas según la composición de la pared celular. Por esto el complejo de color 

formado con la pared de las bacterias gram positivas no puede ser removido con el 

agente decolorante que es el alcohol acetona. La célula permanece de color azul 

violeta, en cambio las bacterias gram negativas, al decolorarse con el alcohol 

acetona, se dejan colorear con la fuscina ó safranina, quedando de color rosado. 

 

Protocolo: 

 

- Hacer el extendido en espiral  

- Dejar secar a temperatura ambiente  

- Fijar la muestra al calor (flameando 3 veces aproximadamente)  

- Agregar azul violeta (cristal violeta) y esperar 1 minuto. Este tinte dejará de 

color morado las bacterias Gram positivas.  

- Enjuagar con agua.  

- Agregar lugol y esperar 1 minuto.  

- Enjuagar con agua.  

- Agregar alcohol y acetona y esperar 15 segundos.  

- Enjuagar con agua.  

- Agregar safranina y esperar 30 segundos. Este tinte dejará de color rosado 

las bacterias Gram negativas.  

- Enjuagar con agua.  

- Para observar al microscopio óptico se utiliza un aumento de 100x y aceite 

de inmersión. 
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http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Cristal_violeta&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Lugol
http://es.wikipedia.org/wiki/Etanol
http://es.wikipedia.org/wiki/Acetona
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Safranina&action=edit


Examen en fresco: 

- Para  la visualizaron microscópica de los microorganismos se realiza una 

suspensión densa del germen en solución fisiológica, posteriormente se 

monta entre portaobjetos y cubre-objetos, para luego mirar al microscopio 

con aceite de inmersión.   
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17) Estudio del nivel de expresión de acrB 

 

• Extracción del ARN total  

Cultivos de una noche de cada cepa se inocularon (1:100) en medio de 

Luria Bertani (LB) a 37ºC con agitación hasta que el inóculo alcanzó una densidad 

óptica de 0.4-0.5 a 600 nm de longitud de onda. El ARN fue aislado usando el 

reactivo de Ambion para aislamiento de ARN, utilizando un kit de la misma marca 

para eliminar ADN contaminante en las muestras de ARN. La concentración total 

de ARN fue determinada espectrofotométricamente a 260 nm.  

• Transcripción inversa del ARN total y PCR del cADN 
 

La expresión del gen acrB se estudió por transcripción inversa del ARN 

total y PCR del cADN, usando el gen gap control interno de expresión. El ARN 

total (500 nanogramos) se mezcló con los correspondientes sebadores y la mezcla 

de reacción incluyendo la transcriptasa inversa (Superscript II RT-Platinum Taq) 

de Invitrogen. La mezcla de reacción se incubó primero a 50 ºC durante 30 minutos 

seguido del siguiente programa de PCR: 2 minutos a 94ºC, seguido de un número 

de 21 ciclos para el gen gap y de 22 ciclos para acrB con las siguientes 

temperaturas: 1 minuto a 95ºC, 1 minuto a 55 ºC, y 1 minuto a 72ºC; la extensión 

final fue 5 minutos a 72°C.  El cADN fue analizado en geles de poliacrilamida al 

12% teñidos con plata. 
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1. Cepas utilizadas: 
Para realizar este estudio se utilizó la cepa sensible de E. coli AG100 y 

como control una mutante marR, derivada de la anterior, denominada E. 

coli AG112, donadas por S.B Levy, Universidad de Tufts, EE UU. 

 

2. Fármacos no antibióticos: 
Se emplearon nueve fármacos no antibióticos usados como 

preanestésicos o como medicación posquirúrgica: 

1. Clonazepam 

2. Ketorolaco 

3. Clorpromazina 

4. Dexametasona 

5. Haloperidol 

6. Metamizol 

7. Diclofenaco 

8. Fenobarbital 

9. Propacetamol 

 

3. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de las cepas 
utilizadas en este estudio: 
 
Tabla Nº 1:  
 
     CMI (μg/ml) 

Cepa TE CL FOX NAL NOR CIN(a/b/c) 
 

AG100 
 

2 
 

2 4 2 0,06 
 

127/206/210 
 

 
AG112 

 
16 
 

16 32 16 0,25 
 

35/253/253 
 

 
Antibióticos: TE: tetraciclina, CL: cloranfenicol, FOX: cefoxitina, 
NOR: norfloxacina. CIN: Concentración Intracelular de Norfloxacina 
en nanogramos/ mg peso seco celular (a), CIN cuado la fuerza protón 
motriz es disipada por 50 μM (b) y 100 μM (c) de carbonil cianuro 
clorofenil hidrazona (CCCP) 
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4. Efecto de los fármacos en la susceptibilidad de E. coli 

AG100 y en la acumulación intracelular de norfloxacina: 

a. Concentración Mínima Inhibitoria de 

tetraciclina (TE), cloranfenicol (CL), cefoxitina 

(FOX), ácido nalidíxico (NAL), norfloxacina 

(NOR) en E. coli AG100 en presencia de  1/128, 

1/64, 1/8, 1/4 de la CMI de los compuestos antes 

mencionados. 

b. Concentración Intracelular de Norfloxacino en 

presencia de 1/4 de las CMIs de los fármacos 

ensayados en la cepa AG100. 
Tabla 2 

- DCMI: concentración mínima inhibitoria de cada droga usada 

como inductor en la cepa AG100,  expresado en mM. 

- Rango CP o CP: rango de concentración en plasma en mM 

asumiendo el 100% de biodispinibilidad para un adulto con un 

volumen de distribución de 3 litros (volumen de plasma 

correspondiente a un adulto de 70 kilogramos) para cada 

medicamento probado. 

- CIN: Concentración intracelular de norfloxacina en nanogramos/ 

mg peso seco celular (a), CIN cuando la fuerza protón motriz es 

disipada por 50 μM (b) y 100 μM (c) de carbonil cianuro 

clorofenil hidrazona (CCCP), 

- Antibióticos: TE: tetraciclina, CL: cloranfenicol, FOX: 

cefoxitina, NOR: norfloxacina. 

 202

- EC: Equivalencia de la concentración de droga usada como 

inductor en términos de 1/128, 1/64, 1/8, 1/4 de la DCMI de los 

compuestos antes mencionados 

 

 

 

 

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



Tabla Nº 2 
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           CMI ( μg/ml) 
 

Droga  CMI CP EC 

 

TE 

 

CL FOX NAL NOR     CIN a/b/c 

1/4 16 32 32 32 0,5 

1/8 16 32 32 16 0,5 

1/64 4 2 8 8 0,12 Sa
lic

ila
to

 

20 

2,
1-

8,
8 

1/128 4 2 8 2 0,12 

12/31/49 
 

 

           CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR     CIN a/b/c 

1/4 8 16 16 32 2 

1/8 4 8 8 8 0,5 

1/64 2 4 4 2 0,06 

Pr
op

ac
et

am
ol

   
  

40 

2.
1-

8,
8 

1/128 2 2 4 2 0,06 

39/88/88 
 

 

          CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR 
 

CIN a/b/c 

1/4 16 4 32 32 0,5 

1/8 16 4 16 16 0,25 

1/64 4 4 4 4 0,12 D
ic

lo
fe

na
co

 

4 

0,
03

-0
,1

7 
 

1/128 2 2 4 2 0,06 

30/70/70 
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          CMI ( μg/ml) 

Droga CMI CP EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR    CIN a/b/c 

1/4 64 4 32 32 2 

1/8 64 4 16 32 1 

1/64 4 2 4 8 0,25 K
et

or
ol

ac
o 

16 
0,

02
-0

,1
 

1/128 2 2 4 2 0,06 

24/49/55 
 

 

           CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR    CIN a/b/c 

1/4 128 8 32 32 2 

1/8 64 8 16 32 2 

1/64 8 4 8 8 1 M
et

am
iz

ol
 

 
640 

 4.
3-

8,
8 

1/128 8 4 8 8 0,12 

30/60/60 
 

 

 

           CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 
TE 
 

CL FOX NAL NOR     CIN a/b/c 

1/4 4 8 32 16 2 

1/8 4 4 16 8 0,5 

1/64 2 4 8 4 0,25 

D
ex

am
et

as
on

a 

5 

(0
,3

-1
3)

10
-2

 

1/128 2 4 8 4 0,25 

13/31/39 
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           CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR     CINa/b/c 

1/4 16 4 16 16 0,25 

1/8 16 4 16 8 0,25 

1/64 2 2 8 4 0,12 

Fe
no

ba
rb

ita
l 

 
20 

0,
03

-0
,8

 

1/128 2 2 4 2 0,06 

23/159/159 
 

 

 

          CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR     CINa/b/c 

1/4 16 4 16 16 0,25 

1/8 8 4 16 16 0,25 

1/64 2 2 8 8 0,12 

C
lo

rp
ro

m
az

in
a 

0,25 

(8
-2

1)
10

-2
 

1/128 2 2 4 2 0,06 

39/99/99 
 

 

 

               CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR     CINa/b/c 

1/4 4 4 16 16 0,25 

1/8 4 4 8 16 0,25 

1/64 2 2 4 8 0,12 

C
lo

na
ze

pa
m

 

0,25 

(1
-2

5)
 1

0-3
 

1/128 
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2 2 4 2 0,06 

15/31/39 
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             CMI ( μg/ml) 

Droga  CMI CP  EC 
 

TE 
 

CL FOX NAL NOR    CIN a/b/c 

1/4 16 32 32 32 0,5 

1/8 8 4 16 8 0,25 

1/64 4 2 4 2 0,06 

H
al

op
er

id
ol

 

 
0,4 

(0
,3

-3
) 1

0-3
 

1/128 2 2 4 2 0,06 

27/62/62 
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Tabla Nº 3: Efecto del CCCP en las CMIs de los antimicrobianos (μg/ml) 

inducidas por 1/4 de las CMIs de los fármacos en la cepa AG100, expresado 

como cociente  entre la CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP (CMIº) y 

la CMI del antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP (CMI+). 

 

 

Cociente CMIº/ CMI + 

1/4  CMIs fármaco NAL NOR FOX CL TE 

Salicilato 4 8 4 4 4 

Propacetamol 4 4 2 2 2 

Diclofenaco 4 8 2 4 4 

Ketorolaco 4 4 2 2 4 

Metamizol 8 4 4 4 4 

Dexametazona 4 8 2 2 4 
Fenobarbital 4 4 4 2 2 

Clorpromazina 4 4 4 2 2 

Clonazepam 8 4 2 2 2 

Haloperidol 2 4 2 2 4 
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Tabla Nº 4: Efecto del CCCP en las CMIs de los antimicrobianos (μg/ml) 

inducidas por 1/128 de las CMIs de los fármacos, expresado como cociente  

entre la CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP (CMIº) y la CMI del 

antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP (CMI+). 

 
 

 
Cociente CMIº/ CMI + 

1/128 CMIs 
fármacos NAL NOR FOX CL TE 

Salicilato 2 4 2 2 2 

Propacetamol 1 2 1 1 1 

Diclofenaco 1 1 1 1 2 

Ketorolaco 1 1 1 1 1 

Metimazol 2 4 2 2 2 

Dexametazona 2 4 2 2 2 
Fenobarbital 2 1 1 1 1 

Clorpromazina 1 1 1 1 1 

Clonazepam 1 2 1 1 1 

Haloperidol 1 1 1 1 1 
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5. Análisis de la expresión de la porina F en E. coli AG100  
bajo la inducción con fármacos 
 
Figura Nº 1: Perfil electroforético de las proteínas de membrana externa 

en la cepa AG100 inducida con los diferentes fármacos no 

antimicrobianos en gel de poliacrilamida al 9% suplementado con SDS. 

Tinción: Coomassie Blue R-250 

 

 
 

Gel A: Efecto del Propacetamol y Salicilato Sódico en la 

expresión de las proteínas de membrana externa: línea 1: E. coli 

AG100, línea 2: E. coli AG112, línea 3: PM (ovalbúmina: 45 kDa), 

línea 4 a 8: E. coli AG100 con 10, 5, 2.5, 1,25 y 0,625 mM 

Propacetamol, línea 9 a 14: E. coli AG100 con 5, 2,5, 1,25, 0,312, 

0,156 y  0,078 mM de Salicilato Sódico.  C: OmpC; F: OmpF; A: 

OmpA. 

 

 
 

Gel B. Efecto de Clorpromazina y Clonazepam en la expresión 

de las proteínas de membrana externa: línea 1: PM (ovalbúmina 

45 kDa); línea 2: E. coli AG100, línea 3: E. coli AG112; línea 4 a 8: 

0,0625, 0,0312, 0,0156, 0,0078 y 0,0039 mM Clorpromazina; línea  

9 a 13: 0,0625, 0,0312, 0,0156, 0,0078 y 0,0039 mM de 

Clonazepam. C: OmpC; F: OmpF; A: OmpA. 
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Gel C. Efecto de Propacetamol, Fenobarbital y Clonazepam  en 

la expresión de las proteínas de membrana externa: línea 1 a 4: 

E. coli AG100 con 5, 2,5, 1,25 y 0,625 mM de Fenobarbital; línea 5: 

PM ovalbúmina (45 kDa); línea 6 a 7: E. coli AG100 con 0,312 y  

0,156 mM Fenobarbital, línea 8: E. coli AG100 con 0,312 

Propacetamol; línea 9: E. coli AG100 con 0,0019mM de 

Clonazepam; línea 10:  E. coli AG100; línea 11:  E. coli AG112.  

C: OmpC; F: OmpF; A: OmpA 

 

 
 

Gel D. Efecto de la Dexametasona y Meamizol en la expresión 

de las proteínas de membrana externa: Línea 1 a 5: E. coli 

AG100 con 1,25, 0,078, 0,039, 0,019 y 0,0097 mM Dexametasona; 

Líneas 6 a 9: E. coli AG100 con 160, 10, 5 y 2,5 mM de Metamizol; 

Línea 10: E. coli AG112; Línea 11: E. coli AG100; Línea 12: PM 

ovalbumin (45 kDa) y gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa (36 

kDa). C: OmpC; F: OmpF; A: OmpA. 
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Gel E. Efecto del Ketorolaco y Haloperidol en la expresión de 

las proteínas de membrana externa: Línea 1: PM ovalbúmina (45 

kDa); línea 2: E. coli AG100; Línea 3: E. coli AG112; Líneas 4 a 7: 

E. coli AG100 con 4, 0.25, 0,125 y 0,0625 mM Ketorolaco; líneas 8 

a 11: E. coli AG100 con 0,1, 0,05, 0,025 y 0,0125 mM Haloperidol; 

C: OmpC; F: OmpF; A: OmpA 

 

 
 

Gel F: Efecto del Diclofenaco en la expresión de las proteínas 

de membrana externa: Línea 1: PM ovalbumin (45 kDa); 

Línea 2: E. coli AG100, Línea 3 a 8: E. coli AG100 con  1, 0,5, 

0,25, 0,125, 0,0625 y 0,031 mM Diclofenaco; Línea 9: E. coli 

AG112. C: OmpC; F: OmpF; A: OmpA 
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6. Análisis de la expresión de TolC en la membrana externa de la 

cepa E. coli AG100 bajo inducción con concentraciones 

subinhibitorias de los fármacos (Figuras 2 y 3) 

 
 
Figura Nº 2: Perfil electroforético de los extractos de proteína de membrana 

externa en gel de poliacrilamida al 12,5 % + 4 M urea

 Líneas: 14. Haloperidol 0,1 mM 

1. AG112   15. Haloperidol 0,025 mM 

2. PM  

Tinción: Kit de Tinción Imperial  3. AG100 

4. Buffer de la muestra  

 5. Salicilato 5 mM 
PM, Marcador de peso molecular en 

kDa: albúmina bovina (66 kDa), 

albúmina de huevo (45 kDa), 

gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de 

músculo de conejo (36 kDa),  anhidrasa 

carbónica de eritrocitos bovinos (29 

kDa),  inhibidor de tripsina (20 kDa), α-

lactoalbumina (14 kDa).

6. Salicilato 0,5 mM 

7. Dexametasona 0,32 mM 

8. Dexametasona 0,16 mM 

9. Diazepam  0,25 mM 

10.  Diazepam 0,12 mM 

11. Diazepam 0,06 mM 

12. Fenobarbital 5 mM 

13. Fenobarbital 1,25 mM 
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Figura Nº 3: Perfil electroforético de los extractos de proteína de membrana 

externa en gel de poliacrilamida al 12,5 % + 4 M urea 

 

 Líneas: 

1. PM  

2. AG100 + 5 mM SA 

3. AG100 

4. Ketorolaco 0,25 mM 

5. Ketorolaco 1  mM 

6. Ketorolaco 4 mM 

7. Propacetamol 1.25 mM 

8. Clonazepam 0,0005 mM 

9. Clonazepam 0,0019 mM 

10. Clonazepam 0,0078 mM 

11. Clonazepam 0,0625 mM 

12. Metamizol 5 mM 

13. Metamizol 2,5 mM 

14. Diclofenaco 0,031 mM 

      15. Diclofenaco 0,25 mM 

 

Tinción: Kit de Tinción Imperial  

 

PM, Marcador de peso molecular en kDa: 

albúmina bovina (66 kDa), albúmina de huevo 

(45 kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa 

de músculo de conejo (36 kDa),  anhidrasa 

carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa),  

inhibidor de tripsina (20 kDa), α-

lactoalbumina (14 kDa).

     1      2     3        4      5      6      7      8      9     10     11    12    13     14     15    

66 
 
 
 
45 
 
  
29 
 
 

20 
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7. Análisis de la tolerancia al ciclohexano en presencia de los 
diferentes fármacos: 

 
Tablas 4-11 y Figuras 3-10 
 
- EC: Equivalencia de la concentración de droga usada como 

inductor en términos de 1/4-1/512 de la CMI del fármaco en la cepa 

AG100 
- C: Concentración del inductor expresada en mM 
- CH: Ciclohexano 

- El cálculo del incremento en la tolerancia al CH resulta de:  

1. Absorbancia de la cepa a las 3 horas de incubación a 37 ºC en el 

medio de cultivo en ausencia de ciclohexano: Abs. 3 hs  

2. Absorbancia de la cepa a las 6 horas de incubación a 37 ºC (3 horas 

posteriores del agregado de 10% de ciclohexano): Abs. 6 hs 

3. Absorbancia de la cepa a las 9 horas de incubación a 37 ºC (6 horas 

posteriores del agregado de 10% de ciclohexano): Abs. 9 hs 

4. Absorbancia de la cepa a las 24 horas de incubación a 37 ºC (24 

horas posteriores del agregado de 10% de ciclohexano): Abs. 24 hs 

 

Incremento tolerancia al ciclohexano a las 6 horas: 

                                                                    Abs.6 horas 

                                 Incremento  =               

                                                                  (Abs. 3hs) 

 

                                                                    Abs. 9 horas 

                                 Incremento  =               

                                                                     (Abs. 3hs) 

 

- Los gráficos expresan los incrementos obtenidos en función del 

tiempo: 6 hs, 9 hs y 24 horas posteriores al agregado del CH al medio 

de cultivo 
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Tabla Nº 5 
 

 
Metamizol CMI: 640 mM 

Incremento en la Tolerancia al 
CH 

          EC             C en mM 6 horas    9  horas   24 horas 
1/4 160mM 2,5 2,6 2,8 
1/8 80mM 2,4 2,6 2,7 
1/16 40mM 2,4 2,5 2,8 
1/32 20mM 2,3 2,4 2,4 
1/64 10mM 2,3 2,3 2,3 
1/128 5mM 1,5 1,7 1,8 
1/256 2,5mM 1,1 1,1 1 
1/512 1,25mM 1,1 1,1 1 
AG100 ( sin inductor) 1,0 1,1 1,1  
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Figura Nº 4 
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Tabla Nº 6 
 

 
Diclofenaco CMI: 4 mM 

Incremento en la Tolerancia al 
CH 

   EC             C en mM 6 horas    9 horas    24 hs 
1/4 1mM 3,3 3,4 3,2 
1/8 0,5mM 2,8 3,0 2,9 
1/16 0,25mM 2,4 2,3 2,4 
1/32 0,125mM 1,7 1,5 1,6 
1/64 0,06mM 1,5 1,6 1,5 
1/128 0,03mM 1,3 1,4 1,3 
1/256 0,015mM 1,0 1,1 1,0 
1/512 0,007mM 1,0 1,1 1,0 
AG100 ( sin inductor) 1,0 1,1 1,2 
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Figura Nº 5 
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Tabla Nº 7 
 

                                  
                                Ketorolaco CMI: 16 mM 

Incremento de la Tolerancia al 
CH 

   EC                C en mM  6 horas     9 horas     24 hs 
1/4 16mM 2,6 2,9 2,6 
1/8 8mM 2,4 2,6 2,6 
1/16 4mM 2,3 2,5 2,3 
1/32 2mM 2,1 2,0 2,1 
1/64 1mM 2,0 1,9 1,8 
1/128 0,5mM 1,6 1,7 1,6 
1/256 0,25mM 1,0 1,1 1,1 
1/512 0,125mM 1,0 1,0 1,1 
AG100 ( sin inductor) 1,1 1,1 1,0 
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Tabla Nº 8 
 

 
Haloperidol CMI: 0,4 mM 

Incremento de la Tolerancia al CH 
      EC             C en mM 6 horas   9 horas      24 hs 

1/4 0,1mM 2,4 2,4 2,7 
1/8 0,05mM 2,4 2,4 2,7 
1/16 0,025mM 2,3 2,4 2,5 
1/32 0,0125mM 2,2 2,4 2,2 
1/64 0,06mM 2 2,2 2,2 
1/128 0,03mM 1,2 1,3 1,5 
1/256 0,015mM 1,2 1,2 1,2 
1/512 0,008mM 1 1,1 1 

AG100 ( sin inductor) 1,2 1,2 1,2 
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Figura Nº 7 
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Tabla Nº 9 

 
 

Clorpromazina CMI: 0,25 mM 
Incremento de la Tolerancia al CH EC            C en mM  6 horas 9 horas 24 horas 

1/4 0,0625mM 2,7 2,9 3,2 
1/8 0,03mM 2,6 2,9 2,9 
1/16 0,0015mM 2,6 2,8 2,9 
1/32 0,0008mM 2,5 2,8 2,8 
1/64 0,0004mM 2,4 2,7 2,6 
1/128 0,0002mM 2,0 1,8 1,9 
1/256 0,0001mM 1 1,1 1,1 
1/512 0,00005mM 1 1,1 1,1 
AG100 ( sin inductor) 1,2 1,2 1,2 
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Figura Nº 8 
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Tabla Nº 10 

 
 

Clonazepam CMI: 0,25 mM 
Incremento de la Tolerancia al CH   EC             C en mM  

6 horas 9 horas 24 horas 
1/4 0,0625mM 2,7 2,8 2,8 
1/8 0,03mM 2,7 2,8 2,6 
1/16 0,0015mM 2,6 2,7 2,5 
1/32 0,0008mM 2,6 2,5 2,5 
1/64 0,0004mM 2,5 2,3 2,2 
1/128 0,0002mM 2,1 2,0 1,8 
1/256 0,0001mM 1,5 1,4 1,3 
1/512 0,00005mM 1,1 1 1,1 
AG100 ( sin inductor) 1,2 1,3 1,3 
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Figura Nº 9 
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Tabla Nº 11 
 

 
Dexametasona CMI: 5 mM 

Incremento de la Tolerancia al CH 
       EC          C en mM 6 horas       9 horas      24 horas 

1/4 1,25mM 1,9 2,5 2,4 
1/8 0,63mM 1,8 1,7 1,8 
1/16 0,32mM 1,7 1,7 1,7 
1/32 0,16mM 1,7 1,7 1,7 
1/64 0,08mM 1,6 1,8 1,8 
1/128 0,04mM 1,5 1,7 1,6 
1/256 0,02mM 1 1 1 
1/512 0,01mM 1,1 1 1 

AG100 ( sin inductor) 1,1 1 1 
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Figura Nº 10 
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Tabla Nº 12 
 

 
Diazepam  CMI: 0,25 mM 

Incremento en la Tolerancia al 
CH 

     EC               C en mM  6 horas    9 horas     24 horas 
1/4 0,063mM 2,7 2,9 2,9 
1/8 0,032mM 2,7 2,8 2,7 
1/16 0,016mM 2,6 2,7 2,6 
1/32 0,008mM 2,5 2,2 2,5 
1/64 0,004mM 2,2 2,2 1,9 
1/128 0,002mM 1,7 1,7 1,5 
1/256 0,001mM 1,3 1,1 1,2 
1/512 0,0005mM 1,2 1 1,1 
AG100 ( sin inductor) 1,2 1,1 1,2 
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Figura Nº 11 
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8. Valoración de la susceptibilidad a antimicrobianos (μg/ml) en E. 

coli AG100 en presencia de Paraquat y Cloruro de sodio: 

Tablas 13 y 14 

Tabla Nº 13. Valoración del efecto de diferentes concentraciones de 

Paraquat  

 
 

CMI (μg/ml) 
[Paraquat] 

mM NOR CL FOX NAL TE 

0 0,06 2 4 2 2 

0,4 1 64 32 32 64 

0,2 1 32 32 16 64 

0,1 1 32 16 16 32 

0,05 0,5 32 16 16 16 

0,025 0,5 16 16 16 8 

0,0125 0,5 16 8 8 8 

0,00625 0,25 8 8 8 4 

0,00312 0,12 2 4 2 2 

0,0016 0,06 2 4 2 2 

 
Concentración inhibitoria mínima (μg/ml) de los antimicrobianos: 
NOR: norfloxacina, CL: cloranfenicol, FOX: cefoxitina, NA: ácido 
nalidíxico, TE: tetraciclina en la cepa E. coli AG100 inducida con 
diferentes concentraciones en mM de paraquat 
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Tabla Nº 14. Efecto de diferentes concentraciones de NaCl en la sensibilidad 

de la cepa AG100 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Concentración inhibitoria mínima (μg/ml) de los antimicrobianos: 
NOR: norfloxacina, CL: cloranfenicol, FOX: cefoxitina, NA: ácido 
nalidíxico, TE: tetraciclina en la cepa E. coli AG100 inducida con 
diferentes concentraciones de cloruro de sodio. 
 
* [NaCl] en mM: añadido al medio de cultivo 
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[NaCl] 
mM* NOR CL FOX NAL TE 

0 0,06 2 4 2 2 

685 1 32 32 16 32 

343 1 32 32 16 16 

171,5 0,5 32 16 16 8 

85,5 0,5 16 16 4 8 

42,8 0,5 8 8 4 8 

21,4 0,5 8 8 4 4 

10,7 0,25 4 8 4 4 

5,3 0,12 2 4 2 2 

2,7 0,06 2 4 2 2 
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9.  Perfil de proteínas de membrana externa bajo la inducción 

con diferentes concentraciones de NaCl y Paraquat: 
Figura 12  

 

 
 

Figura Nº 12: Perfil electroforético de las proteínas de membrana externa 

en la cepa AG100 inducida con diferentes concentraciones de cloruro de sodio y 

paraquat en gel de poliacrilamida al 12,5 % suplementado con SDS y 4 M urea. 

Líneas: 

1. AG100     Tinción: Kit de Tinción Imperial 

2. + NaCl 0,016%  

3. + NaCl 0,06% 

4. + NaCl 1% 

5. + Paraquat 25mM 

6. + Paraquat 50mM 

7. + Paraquat 100mM 

8. PM 
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10. Valoración del efecto del Salicilato Sódico, Paraquat y 

NaCl en la Tolerancia al Ciclohexano: 
Tablas 15-17 y Figuras 13-15 

En E. coli el salicilato desreprime la expresión del operón marRAB 

e incrementa la resistencia a diversos antimicrobianos y la tolerancia a los 

solventes orgánicos como el ciclohexano a través de la sobre-expresión del 

activador transcripcional MarA (Gioliodori A. y cols., 2007). Por tanto, 

como punto de comparación se valoró el incremento en  la tolerancia al 

ciclohexano en presencia de salicilato de sodio en concentraciones 

comprendidas entre 1/4 y 1/512 de la CMI  utilizando la cepa  E. coli 

AG100.  

- EC: Equivalencia de la concentración de droga usada como 

inductor en términos de 1/4-1/512 de la CMI del fármaco en la cepa 

AG100 
- C: Concentración del inductor expresada en mM 
- CH: Ciclohexano 
 

                                                       Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                                 (3, 6 y 24 horas posteriores al  CH)                           
                       Incremento   =               
                                                                       (Abs. 3hs) 
                                                                     (Absorbancia en ausencia de CH) 
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Tabla Nº 15 
 

 
Salicilato de sodio CMI: 20 mM 

Incremento en la Tolerancia al 
CH 

      EC             C en mM  6hs        9hs      24hs 
1/4 5mM 3,8 4,5 3,8 
1/8 2,5mM 2,2 3 3,7 
1/16 1,25mM 1,7 2,1 3,2 
1/32 0,63mM 1,8 1,9 2,6 
1/64 0,32mM 1,6 1,7 2,1 
1/128 0,16mM 1,6 1,6 1,7 
1/256 0,08mM 1 1 1 
1/512 0,04mM 1 1,1 1 
AG100 ( sin inductor) 1,1 1,1 1,1 
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Figura Nº 13 
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Los compuestos cíclicos redox como el paraquat inducen el operón 

soxRS, e incrementan la tolerancia a solventes orgánicos. Se valoró el 

incremento en la tolerancia al ciclohexano en E. coli AG100 en presencia 

de paraquat en concentraciones comprendidas entre 1/4 y 1/1024, para 

constatar si la inducción de tolerancia al ciclohexano por paraquat era 

también dosis dependiente. 

Tabla Nº 16 
 

 
Paraquat CMI: 1,6 mM 

Incremento en la Tolerancia al 
CH 

     EC              C en mM 6hs        9hs       24hs 
1/4 400 4,5 4,7 3,9 
1/8 200 3,1 3,8 3,6 
1/16 100 2,5 3,5 3,2 
1/32 50 2,4 3,0 2,8 
1/64 25 1,7 2,5 2,3 
1/128 12,5 1,6 2,3 2,1 
1/256 6,25 1,4 2,0 1,8 
1/512 3,12 1,3 1,3 1,2 
1/1024 1,6 1,2 1,3 1,2 
AG100 ( sin inductor) 1,1 1,2 1,2 
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Figura Nº 14 
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Se valoró la tolerancia al ciclohexano en E. coli AG100 en presencia de 

cloruro sódico en concentraciones comprendidas entre 1/4 y 1/1024:  

Tabla Nº 17 
 
 

Cloruro de sodio CMI  
incremento en la tolerancia al 

CH 
    EC               C en mM  6hs        9hs       24hs 

1/4 684 4,2 4,1 3,8 
1/8 343 3,6 3,5 3,4 
1/16 171,5 3,4 3,1 3 
1/32 85,5 3,1 3 2,8 
1/64 42,8 2,8 2,9 2,7 
1/128 21,4 2,3 2,4 2,6 
1/256 10,7 1,9 1,9 2,1 
1/512 5,3 1,2 1,4 1,2 
1/1024 2,7 1,2 1,1 1,2 
AG100 ( sin inductor) 1,1 1,1 1,2 
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Figura Nº 15 

 
Equivalencias CMI en mM: 4% (684 mM), 2% (342 mM), 1% (171 mM), 
0,5% (85,5 mM), 0,25% (42,8 mM), 0,12% (21,4 mM), 0,06% (10,7 mM), 
0,03% (5,3 mM), 0,015% (2,7 mM) 

 

 229

Increm
ento 

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



Perfil de proteínas de membrana externa de la cepa AG100 
inducida con cloruro de sodio y paraquat. 

 

        
 

A 

Figura Nº 16: Perfil electroforético de las proteínas de membrana externa 

en la cepa AG100 inducida con diferentes concentraciones de cloruro de sodio y 

paraquat en gel de poliacrilamida al 12,5% suplementado con SDS. 

Líneas: Tinción: Kit de Tinción 
Imperial       Gel A 
PM, Marcador de peso 
molecular en kDa: 
albúmina bovina (66 kDa), 
albúmina de huevo (45 
kDa), gliceraldehído 3-P-
deshidrogenasa de músculo 
de conejo (36 kDa),  
anhidrasa carbónica de 
eritrocitos bovinos (29 
kDa),  inhibidor de tripsina 
(20 kDa), α-lactoalbumina 
(14 kDa). 

1.  PM 
2. AG100   
3. + NaCl 0,25% 
4. + NaCl 0,5%   
5. + NaCl 1% 

     Gel B 
1. PM  
2. AG112 
3. AG100 
4. + Paraquat 25mM 
5. + Paraquat 50mM 
6. + Paraquat 100mM 
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Selección in vitro de Mutantes 
Estables Multirresistentes de 

Escherichia coli con Antimicrobianos 
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1. Selección in vitro de mutantes multirresistentes con 
antimicrobianos 

En este trabajo se utilizaron dos cepas sensibles de E. coli (PS7 y 

PS11) aisladas de muestras clínicas y se seleccionaron in vitro mutantes 

multirresistentes utilizando ceftazidima, lomefloxacina, cefotaxima e 

impipenem. 

- Selección de mutantes con  Ceftazidima:  
La concentración inhibitoria mínima (CMI) de la ceftazidima en la 

cepa origen  PS7 fue de 0,06 μg/ml 

 
PS7 1º escalón selectivo 2º escalón selectivo 3º escalón 

selectivo 
 

CMI 
 

0,5 2 32 

 
∆CMI* 

 

 
8 

 
32 

 
256 

 
Frecuencia 

de selección 
 

 
10-7 

 

 
10-5 

 

 
10-7 

 

 
La cepa seleccionada denominada CazE7 es la que corresponde 

al tercer escalón selectivo.  

La concentración inhibitoria mínima (CMI) de la ceftazidima en 

la cepa origen  PS11 fue de 0,25 μg/ml 

PS11 1º escalón selectivo 2º escalón selectivo 3º escalón 
selectivo 

 
CMI 

 
2 4 16 

 
∆CMI* 

 

 
8 

 
16 

 
64 

 
Frecuencia 

de selección 
 

 
10-9 

 

 
10-7 

 

 
10-5 

 

 
La cepa seleccionada denominada CazE11 es la que corresponde 

al tercer escalón selectivo. 
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- Selección de mutantes con  lomefloxacina:  
 

La concentración inhibitoria mínima (CMI) de lomefloxacina en la 

cepa origen  PS7 fue de 1μg/ml 

 

PS7 1º escalón selectivo 2º escalón selectivo 
 

CMI 
 

2 4 

 
∆CMI* 

 

 
2 

 
4 

 
Frecuencia 

de selección 
 

 
10-7 

 

 
10-9 

 

 
La cepa seleccionada denominada LmfE7 es la que corresponde 

al segundo escalón selectivo. 

* ∆CMI: CMI/ CMI º,  siendo CMI º: concentración inhibitoria mínima 
del antimicrobiano usado como agente selectivo en la cepa origen, CMI: 
concentración inhibitoria mínima del  antimicrobiano usado como 
agente selectivo de la cepa mutante seleccionada en cada escalón 
selectivo  
 
 

- Selección de mutantes con  cefotaxima e imipenem 
 

No se obtuvieron cepas mutantes in vitro de E. coli con cefotaxima 

e imipenem. 
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1. Susceptibilidad a antimicrobianos de Cepas origen y 

Mutantes 
 
Tabla 18 
 
                                               CMI (μg/ml) 

                        Cepas 

Antimicrobiano PS7 LmfE7 CazE7 PS11 CazE11 

Ac. Nalidíxico 32 2056 1024 16 64 

Lomefloxacina 0,5 16 16 0,5 8 

Norfloxacina 0,12 2 4 0,06 0,12 

Cefalotina 8 16 32 8 32 

Cefoxitina 1 2 4 1 2 

Ceftazidima 0,5 64 64 0,5 32 

Cefotaxima 0,25 0,5 1 0,25 0,5 

Aztreonam 0,5 2 4 0,5 2 

Imipenem 0,25 0,5 1 0,25 0,5 

Cloranfenicol 0,5 128 128 0,25 0,5 

Cefpirome 1 4 8 1 32 

Tetraciclina 64 128 128 64 128 

 
Los datos numéricos expresan las CMI (μg/ml) obtenidas 

utilizando la técnica de dilución en agar para valorar la susceptibilidad 
a los diferentes  antimicrobianos. 
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2. Efecto del inhibidor de bombas de eflujo CCCP 

sobre la susceptibilidad a los diferentes 

antimicrobianos 
 

Tabla 19: Efecto de CCCP 50 μM en las CMIs (μg/ml) de los 

antimicrobianos en las cepas origen, expresado como cociente entre la 

CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP (CMIº) y la CMI del 

antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP (CMI+) 

 
 

    Cociente CMIº/CMI+ 
                                                      Cepas 

Antimicrobianos PS7 PS11 

Ácido Nalidíxico 2 2 

Lomefloxacina 1 1 

Norfloxacina 2 2 

Cefalotina 1 1 

Cefoxitina 2 2 

Ceftazidima 1 1 

Cefotaxima 1 1 

Aztreonam 1 1 

Imipenem 1 1 

Cloranfenicol 2 2 

Cefpirome 1 1 

Tetraciclina 2 2 
 

     CMIº: CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP 
CMI+: CMI del antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP 
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Tabla 20: Efecto de CCCP 50 μM en las CMIs (μg/ml) de los 

antimicrobianos en las cepas mutantes, expresado como cociente entre 

la CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP (CMIº) y la CMI del 

antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP (CMI+). 

 
 

       Cociente CMIº/CMI+ 

                                            Cepas 

Antimicrobianos CazE7 LmfE7 CazE11 

Ácido Nalidíxico 4 4 4 

Lomefloxacina 2 2 4 

Norfloxacina 4 4 4 

Cefalotina 2 4 2 

Cefoxitina 4 4 4 

Ceftazidima 2 2 4 

Cefotaxima 4 4 4 

Aztreonam 4 2 4 

Imipenem 8 2 8 

Cloranfenicol 4 4 4 

Cefpirome 2 2 2 

Tetraciclina 4 16 4 
 

     CMIº: CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP 
 CMI+: CMI del antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP 
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3. Valoración de la susceptibilidad a Mitomicina C y 
efecto del CCCP sobre la CMI de Mitomicina 

 
En la tabla Nº 20 se muestran los valores de CMI de la Mitomicina C 

tanto en las cepas sensibles PS7 y PS11 como en las mutantes 

seleccionadas CazE7, CazE11 y LmfE7 y las CMIs de Mitomicina C 

obtenidas en presencia de 50 μM CCCP 
  

Tabla Nº 21: Valores de CMI (μg/ml) de la Mitomicina C en las cepas 

de E. coli origen y mutantes seleccionados con antimicrobianos 

 
 
 

                                                            CMI (μg/ml) 
 

Cepas 

 
PS7 PS7+ 

CCCP CazE7 CazE7+ 
CCCP LmfE7 

LmfE7
+ 

CCCP 

MtC 2 2 4 4 4 4 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
                                           CMI (μg/ml) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

+CCCP: CMI de Mitomicina C en presencia de 50 μg/ml CCCP 
 

MtC: Mitomicina C 
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Cepas 

 
PS11 PS11+

CCCP CazE11 CazE11+
CCCP 

MtC 2 2 4 4 
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4. Resultados del estudio de la tolerancia al 
ciclohexano 

 
En la tabla Nº 22 se muestran la media de los valores de absorbancia 

obtenidos después de realizar por triplicado la valoración en medio 

líquido de la tolerancia al ciclohexano, tanto para las cepas origen como 

para las mutantes seleccionadas. Como control se usa la cepa sensible de 

E. coli AG100. Los tiempos se expresan en horas, y el ciclohexano se 

agrega después de la primera lectura a las 3 horas del inóculo inicial 

(Cuadro en gris). Dichos resultados se encuentran posteriormente 

gráficos (Figura Nº 17 y 18) 

 

 

Tabla Nº 22: Media de valores de absorbancia medidos a 660 nm 
 
 
  

Tolerancia al Ciclohexano 

CEPAS 0 3 6 9 24 

PS7 0,016 0,245 0,487 0,482 0,482 
CazE7 0,013 0,294 0,828 0,91 0,925 
Lmf7 0,012 0,35 0,884 0,995 1,046 
PS11 0,008 0,26 0,414 0,436 0,44 

CazE11 0,008 0,285 0,809 0,835 0,811 
AG100 0,007 0,264 0,406 0,398 0,376 
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Gráficos que muestran el incremento de la tolerancia al 

ciclohexano en las mutantes respecto de sus cepas origen, 

en función del tiempo (horas): 

 
Figura Nº 17: Tolerancia al ciclohexano en las cepas PS7, CazE7 y 
LmfE7 
 D

O
 660 nm
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Horas 

AG100

PS7 

CazE7

LmfE7

Horas 

Ps7 

CazE7 

LmfE7 

AG100 
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Figura Nº 18: Tolerancia al ciclohexano en las cepas PS11 y CazE11 
 

0

0,1
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0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0 3 6 9 12 15 18 21 24  
 

La flecha indica el momento en que se añade el ciclohexano al 

medio de cultivo 
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 En la Tabla Nº 23 se detalla el número de veces en que cada cepa 

incrementa su absorbancia después de añadir el ciclohexano en 

comparación con la absorbancia obtenida en la misma cepa sin 

ciclohexano en función del tiempo. El nivel de tolerancia después de 

las 3 primeras horas de incubación con ciclohexano (lectura de las 6 

horas) no varía significativamente de las obtenidas a las 9 y 24 horas. 

 

                                             Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                   (3, 6 y 21 horas posteriores al  CH)                        
              Incremento   =               
                                                               (Abs. 3hs) 
                                                             (Absorbancia en ausencia de CH) 

 

 
      Tabla Nº 23 
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Veces que se incrementó la 
absorbancia 

 CEPAS 
 6 horas 9 horas 24 horas 

PS7 1,9 1,9 1,9 
CazE7 2,8 3,1 3,1 
Lmf7 2,5 2,8 3 
PS11 1,5 1,6 1,7 

CazE11 2,8 2,9 2,5 
AG100 1,5 1,5 1,4 
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En la tabla Nº 24 (figura Nº 19) se observa la relación entre los 

valores de absorbancia obtenidos en las cepas mutantes respecto al de la 

cepa origen en presencia de ciclohexano, en función del tiempo. 

Podemos observar que los mutantes son de 1,7 a 2,2 veces más 

tolerantes al ciclohexano que sus cepas origen. 

 
                                           Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                de la cepa mutante en presencia de CH                           
         Incremento   =               
                                          Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                de la cepa origen  en presencia de CH   

 
 
 
Tabla Nº 24: Valores de incrementos en la tolerancia al ciclohexano de 
las cepas mutantes seleccionadas con antimicrobianos. Los mutantes 
seleccionados fueron de 1,7 a 2,2 veces más tolerantes que las cepas 
origen. 
 

Tiempo (en horas) 
 

Cepas 
Mutantes 

 6 horas 9 horas 24 horas 
CazE7 1,7 1,9 1,9 
LmfE7 1,8 2,1 2,2 
CazE11 1,9 2 1,8 
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Figura  Nº 19 
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5. Efecto del Salicilato de Sodio 5 mM en la tolerancia 

al ciclohexano de los mutantes seleccionados con 

antimicrobianos:  
CH: Ciclohexano; +SL: En presencia de Salicilato sódico 5 mM 

                                         Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                      en presencia del CH + SL                          
        Incremento   =               
                                                           (Abs. 3hs) 
                                                  (Absorbancia en ausencia de CH + SL) 

 
             Tabla Nº 25 
 

 
       Inducción con Salicilato de Sodio 5 mM  

Incremento en la Tolerancia al CH 
Cepas 6hs        9hs       24hs 

PS7 + SL 3,6 3,5 3,9 
      CazE7 + SL 4,6 4,2 4,9 

LmfE7 + SL 4,4 4,7 4,8 
PS11 + SL 3,1 3,3 2,9 

CazE11 + SL 4,1 4,8 4,7 
AG100 + SL 3,8 3,9 3,8 

AG100 sin inducir 1,3 1,3 1,4 
 

0

1

2

3

4

5

6

6hs 9hs 24hs

PS7
CazE7
LmfE7
PS11
CazE11
Ag100

 
Figura Nº 20: Representación del incremento en la tolerancia al 
ciclohexano en función del tiempo de las cepas origen y de las 
seleccionadas con antimicrobianos bajo el efecto inductor de 5mM 
de salicilato. La cepa AG100 sin inducir no está representada en 
los gráficos. 
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Efecto del salicilato 5mM en la tolerancia al CH  
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6. Efecto del Salicilato de Sodio 5 mM en la tolerancia al 

ciclohexano de en las cepas mutantes de E. coli 

seleccionadas con Salicilato Sódico, Tablas 26 y 27, Figura 21 
CH: Ciclohexano; + SL: En presencia de Salicilato sódico 5 mM 
 
                                      Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                             (3, 6 y 24 horas posteriores al  CH + SL)                           
        Incremento   =               
   en presencia de SL                        (Abs. 3hs) 
                                                  (Absorbancia en ausencia de CH + SL) 
 
 
                                      Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                               (3, 6 y 24 horas posteriores al  CH)                           
      Incremento   =               
  en ausencia de SL                      (Abs. 3hs) 
                                                 (Absorbancia en ausencia de CH) 
 
 
Tabla Nº 26 

 
 

Inducción con Salicilato de Sodio 5 mM  
Incremento en la Tolerancia al CH Cepas 6hs         9hs       24hs 

PS7 3,6 3,5 3,9 
40mM + SL 4 4,3 4,4 
60 mM +SL 4,2 4 4,5 
80 mM +SL 4,4 4,5 4,8 

100 mM + SL 4,8 5 4,9 
AG100 + SL 3,8 3,9 3,8 

Sin inducción 
PS7 1,3 1,3 1,4 

40mM 1,9 2,4 2,5 
60 mM 2 2,5 2,6 
80 mM 2,5 2,6 2,8 
100 mM 2,6 2,8 3 
AG100 1,1 1 1,1 
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Tabla Nº 27 
 

 
Inducción con Salicilato de sodio 5 mM  

Incremento en la Tolerancia al CH 
Cepas 6hs 9hs 24hs 
PS11 3,5 3,7 3,7 

40 mM + SL 3,9 4,3 4,4 
60 mM + SL 4,8 4,6 4,9 
80 mM + SL 5 4,9 5,2 
AG100 + SL 3,8 3,9 3,8 

Sin inducción 
PS11 1,3 1,3 1,4 

40 mM 2,2 2,4 2,5 
60 mM 2,4 2,8 2,7 
80 mM 2,6 3 3,1 

AG100 inducida 1,1 1,1 1 
 

 

0

1

2

3

4

5

6

6hs 9hs 24hs

PS7
40mM
60 mM
80 mM
100 mM
Ag100
PS11
40 mM
60 mM
80 mM

 
 

Figura Nº 21: Comparación del nivel de tolerancia al 

ciclohexano, en función del tiempo, de la cepa AG100, las 

cepas origen PS7 y PS11 y de las seleccionadas con 

salicilato bajo el efecto inductor de 5mM de salicilato. La 

cepa AG100 sin inducir no está representada en los gráficos. 
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7. Análisis de la expresión de la OmpF  
 

 
 
 
Figura Nº 22: Perfil electroforético de los extractos de proteína de 

membrana externa (OMP) en gel de poliacrilamida al 9 % 

suplementado con SDS y 6M de Urea.

Líneas:  
Tinción: Azul de Coomassie 1. PM 

2. E. coli  PS7  
 3. E. coli  CazE7 
 4. E. coli  LmfE7 
 5. E. coli CazE7  
       en 1,35%  NaCl  6. E. coli  PS11  7. E. coli  CazE1  

8. E. coli  AG100  
9. E. coli  AG112  
10. PM 

 
PM, Marcador de peso molecular en kDa: albúmina bovina (66 kDa), 

albúmina de huevo (45 kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de 

músculo de conejo (36 kDa),  anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos 

(29 kDa),  inhibidor de tripsina (20 kDa), α-lactoalbumina (14 kDa). 
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8. Análisis de la expresión de TolC  
 kDa 
 
 

66 kDa  
 
 45 kDa 
 
 

36 kDa  
 

29 kDa  
 
 
 
 24 kDa 
 
 
 
 14 kDa 
 
      1          2           3          4        5          6         7          8             
 
Figura Nº 23: Perfil electroforético de los extractos de proteína de membrana 

externa en gel de poliacrilamida al 12,5 %.

Líneas: 

1. E. coli  PS7 

2. E. coli  CazE7 

3. E. coli  LmfE7 

4. E. coli  PS11 

5. E. coli  Caz E11 

6. E. coli  AG100 

7. E. coli  AG100 + salicilato 5mM 

8. PM 

Tinción: Kit de Tinción 
Imperial 

 

 

 

 

 

 

 

 

PM, Marcador de peso molecular en kDa: albúmina bovina (66 kDa), 

albúmina de huevo (45 kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo 

de conejo (36 kDa),  anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa),  

inhibidor de tripsina (20 kDa), α-lactoalbumina (14 kDa). 
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9. Análisis de la expresión de acrB 

 
   1      2      3       4       5      6       7      8       9  

Figura Nº 24: Análisis del producto de RT-PCR  en gel de poliacrilamida. 
 

Líneas: 

1. E. coli  PS7 

2. E. coli  CazE7 

3. E. coli  LmfE7 

4. E. coli  PS11 

5. E. coli  Caz E11 

6. E. coli  AG100 

7. E. coli  AG100 + salicilato (SA) 5mM 

8. E. coli  AG100 + paraquat (PQ) 200 μM 

9. 9. Escala de ADN
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10. Actividad hidrolítica de los extractos periplásmicos crudos  
 

Tabla Nº 28: Actividad enzimática de los extractos crudos de las cepas 

origen y mutantes sobre los sustratos Bencilpenicilina y Cefaloridina, 

expresados en nanomoles de sustrato hidrolizados por minuto y por 

miligramo de proteína. ND: no se detecta actividad hidrolítica sobre los 

sustratos  utilizados. 

 
      Actividad en mU*/mg de proteína total 

 

Sustrato PS7 LmfE7 CazE7 PS11 CazE11 

 
 

Bencilpenicilina  
100 μM 

 
700 ± 45

 
795,2 ± 57

 
ND 

 
612 ± 17 

 
519 ± 51 

 
 

Cefaloridina 
100 μM 

 
74,2 ± 3 

 
77,3 ± 4,8 

 
ND 

 
89 ± 8 

 
147 ± 18 

 
 
 *1 U representa: 1 μmol de sustrato hidrolizado por minuto y por ml de extracto.  
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11. Detección de las proteínas de unión a penicilina (PBPs) con 
tinción imperial 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

Figura Nº 25: Perfil electroforético de los extractos de proteína de unión a 

penicilina en SDS-PAGE al 12,5 %. 

Líneas:  

 1. PM 

2. E. coli  PS7  

Tinción: KIT de tinción Imperial 3. E. coli  CazE7 

4. E. coli  LmfE7  

5. E. coli  PS11  

6. E. coli  CazE11  

PM, Marcador de peso molecular: albúmina bovina (66 kDa), albúmina de 

huevo (45 kDa), anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa). 
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12. Detección de las proteínas de unión a penicilina (PBPs) con 
Bocilina y luz UV: (Figuras 25 y 26) 

 
 

  

PM 
  116

  66  

 66 

   39,8  

 39,8  

  29  
             1         2        3        4          5              29 

 A B 
 

Figura Nº 26: Perfil electroforético de los extractos de proteína de membrana 

interna marcadas con Bocilina-FL en SDS-PAGE al 12 %. A: muestra el 

marcador de PM  fluorescente en gel teñido con Azul de Coomassie. B: muestra 

el mismo PM que en A pero en gel teñido con Bocilina-FL y luz UV. 

Figura Nº 7:  

Líneas: 

1. E. coli  CazE11 

2. E. coli  PS11 

3. E. coli  LmfE7 

4. E. coli  CazE7 

5. E. coli  PS7 

 

Tinción: Bocilina-FL y luz UV 

SDS-PAGE al 12 %. 
 

 

 

 

PM, Marcador de Peso Molecular fluorescente detallado en sección material y 

métodos.  
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 116  

66  

39,8  

 
            1          2              3            4            5            6           7      

Figura Nº 27: Perfil electroforético de los extractos de proteína de 

membrana interna marcados con Bocilina-FL en SDS-PAGE al 12,5%.   

Líneas: 

1. PM fluorescente 

2. E. coli  PS7 

3. E. coli  CazE7 

4. E. coli  LmfE7 

5. E. coli  PS11 

6. E. coli  CazE11 

7. E. coli AG100 

Tinción: Bocilina-FL y luz UV 

en ChemiDoc system (Biorad). 

SDS-PAGE 12,5% 

 

 

 

 

 

Marcador de Peso Molecular Fluorescente detallado en sección material y 

métodos. 

En ambos geles (Figuras 25 y 26) podemos observar un incremento en una 
banda en torno a los 60 kDa que correspondería con la que GENSHI ZHAO y cols. 
1999, han caracterizado como PBP3, y esta banda no se expresa en las cepas 
origen ni en la cepa  sensible AG100 usada como control. 
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13.  Ensayos de transducción y actividad Betagalactosidasa 
 
Figuras 28-31 
 

Se construyeron transductantes con la fusión micF::lacZ de las cepas 

seleccionadas, usando como donante la Escherichia coli SB221. Para lo que 

se utilizaron dos aislamientos clínicos, PS7, PS11 y los mutantes 

seleccionados in vitro con ceftazidima (CazE7 y CazE11), y lomefloxacina 

(LmfE7). El nivel de transcripción de micF se valoró mediante el ensayo de 

la β-galactosidasa, usando como sustrato O-nitrofenil-β-D-galactosidasa, 

expresando la actividad en unidades Miller (U).  

 

actividad betagalactosidasa

537

5

537lmf 8207CAZ

SB221

0

50

100

150

200

250

300

U

37CAZ

8207

1

M

 

CazE7 

LmfE7 
CazE11 

PS7 PS11 

Cepas sin inducción 

 
 

Figura Nº 28: Actividad β-galactosidasa basal en Unidades Miller de los 

mutantes seleccionados con antimicrobianos, de las cepas origen y de la 

cepa control SB221. 
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Cepas inducidas con salicilato 5 mM
 

 
Figura Nº 29: Actividad β-galactosidasa en Unidades Miller en presencia 

de salicilato 5 mM 

 

actividad beta galactosidasa
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      Efecto del salic   β-galactosidasa ilato 5mM en la actividad

C
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Figura Nº 30: Comparación entre la actividad basal β-galactosidasa 

observada en todas las cepas, con la obtenida mediante la inducción con 

salicilato 5 mM 
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actividad betagalactosidasa de las cepas controles
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Figura Nº 31: Actividad β-galactosidasa de las cepas usadas como 
controles en presencia y ausencia de salicilato 5mM. 
 
El análisis de los datos reveló que la actividad de la β-galactosidasa en 

ausencia del inductor fue 1,4-1,5 veces mayor en los mutantes que en sus 

cepas origen, siendo mayor en la única cepa mutante carente de OmpF 

(CazE7). 

En presencia de salicilato 5 mM todas las cepas incrementaron la actividad 

de la β-galactosidasa, los valores en las cepas origen fueron de 1,6 a 1,8 

veces superiores a los obtenidos en ausencia del inductor, en las cepas 

mutantes LmfE7 y CazE11 el incremento fue de 2,5 veces, y en la cepa 

CazE7 (OmpF-) el incremento fue de 1,7 veces respecto a la actividad del 

enzima en la misma cepa en ausencia del inductor.  

Con respecto a las cepas controles encontramos que en presencia del 

salicilato 5 mM: 

• Los niveles de OmpC permanecieron sin alteraciones tanto en el perfil 

proteico de membrana como en la medida de la actividad β-galactosidasa de 

su fusión transcripcional.  

• La actividad β-galactosidasa halladas en la cepa MH513 (fusión 

transcripcional ompF::lacZ) y en la cepa MH610 (fusión traduccional 

ompF::lacZ) confirman que la regulación de micF sobre la expresión de la 

porina F en presencia de salicilato 5 mM está a nivel post-transcripcional. 
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Actividad Betagalactosidasa de cepas controles en 
presencia y ausencia de salicilato 5mM 
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14. Expresión de la porina F en presencia de > 1% cloruro de 

sodio  
Posteriormente analizamos si la represión de la OmpF era causa de la 

inducción de la resistencia a antimicrobianos, puesto que muchos de ellos 

ingresan a la célula preferentemente por esta porina como es el caso de 

algunos antibióticos β-lactámicos, para ello analizamos la sensibilidad a 

diferentes antimicrobianos en la cepa CazE7 OmpF (-) y la comparamos con 

la CazE7 crecida en  presencia de una concentración 1,35% de Cloruro de 

sodio que expresaba OmpF (Figura Nº 22), paralelamente a un aumento de 

2-8 veces en las CMIs (μg/ml) de cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, 

aztreonam, cefalotina e imipenem. 

 

             

0
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FOX
CTX
CAZ
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CF
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Figura Nº 32: Comparación del perfil de susceptibilidad a antimicrobianos 

betalactámicos entre CazE7 y CazE7 crecida en 1,35% de cloruro de sodio.  

FOX: cefoxitina, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, ATM: aztreonam, CF: 

cefalotina, IMP: Imipenem 
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Tabla Nº 29: Efecto de la expresión de OmpF (inducida por 1,35% de 

NaCl) en la susceptibilidad dela cepa CazE7 a los antimicrobianos 

ensayados. 

 
 

        CMI (μg/ml) 
Antimicrobiano CazE7 CazE7+ 1,35% 

NaCl  

Cefoxitina 4 0,5 

Cefotaxima 1 0,25 

Ceftazidima 64 32 

Aztreonam 4 1 

Cefalotina 32 16 

Imipenem 1 0,5 

Norfloxacina 4 1 

Cloranfenicol 128 32 
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Selección in vitro de Mutantes 
Multirresistentes 

de Escherichia coli con Fármacos no 
Antimicrobianos 
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Selección in vitro de mutantes multirresistentes a 

partir de diazepam y salicilato de sodio 
En este trabajo se utilizaron dos cepas sensibles de E. coli (PS7 

y PS11) aisladas de muestras clínicas y se seleccionaron in vitro 

ocho  cepas mutantes multirresistentes utilizando diazepam y 

siete cepas utilizando salicilato de sodio. 

Selección con Diazepam 
 

1. Selección de mutantes con diazepam:  
 

La concentración mínima inhibitoria (CMI) del Diazepam en 

las cepas origen  PS7 y PS11 fue: 0,25 mM (en ambas) 

 

PS7 

1º 
escalón 

selectivo 
(0,5mM)

2º escalón 
selectivo 

(0,75mM) 

3º escalón 
selectivo 
(1mM) 

4º escalón 
selectivo 
(1,5mM) 

 
CMI 

 
0,5 0,75 

 
1 1,5 

 
∆CMI* 

 

 
2 

 
3 

 
4 

 
6 

Frecuencia 
de 

selección 
 

 
10-7 

 

 
10-7 

 

 
10-8 

 

 
10-8 

 

 
Las cepas seleccionadas fueron denominadas de acuerdo a 

la concentración de diazepam utilizada en cada escalón 

selectivo:    

 
- EC7/0,5 
 
- EC7/0,75  
 
- EC7/1 
 
- EC7/1,5  
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PS11 

1º 
escalón 
selectivo 
(0,5mM) 

2º 
escalón 
selectivo 

(0,75mM) 

3º 
escalón 
selectivo 
(1mM) 

4º  
escalón 
selectivo 
(1,5mM) 

 
CMI 

 
0,5 0,75 

 
1 1,5 

 
∆CMI* 

 

 
2 

 
3 

 
4 

 
6 

 
Frecuencia 
de selección 

 

 
10-7 

 

 
10-8 

 

 
10-8 

 

 
10-8 

 

 
Las cepas seleccionadas fueron denominadas de acuerdo a la 

concentración de diazepam utilizada en cada escalón selectivo: 

 

- EC11/0,5 
 
- EC11/0,75  
 
- EC11/1 
 
- EC11/1,5  
 
 
* ∆CMI: CMI/ CMI º,  siendo CMI º: concentración inhibitoria 
mínima del diazepam en  la cepa origen, CMI: concentración 
inhibitoria mínima del diazepam en  la cepa mutante 
seleccionada en cada escalón selectivo  
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2. Susceptibilidad a antimicrobianos (μg/ml) de las 

cepas origen PS7 y PS11 y efecto del inhibidor de 

bombas de eflujo CCCP  
Tabla Nº 30: Susceptibilidad a antimicrobianos (CMI: μg/ml) de 

las cepas origen utilizadas para la selección mutantes con 

fármacos no antimicrobianos, y el efecto del CCCP 50 μg/ ml  

sobre la CMI de los mismos. 

 
   CMI (μg/ml) 
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Diazepam 
Inductor 

 
PS7 PS7+CCCP

 
PS11 PS11+CCCP 

 
Á. Nalidíxico 32 16 16 16 

 
Lomefloxacina 

0,5 0,25 0,5 0,25 
 

 
Norfloxacina 0,12 0,12 0,06 0,03 

 
Ciprofloxacina 

0,06 0,03 0,06 0,03 

 
Cefalotina 

16 8 0,5 0,25 

 
Cefoxitina 1 1 1 1 

 
Cefotaxima 

0,25 0,12 0,25 0,06 

 
Cefpirome 0,5 0,25 0,5 0,25 

 
Ceftazidima 0,5 0,25 0,5 0,25 

 
Aztreonam 

0,5 0,03 0,5 0,12 

 
Imipenem 

0,25 0,12 0,25 0,12 

 
Cloranfenicol 0,5 0,25 0,25 0,12 

 
Tetraciclina 

64 32 64 32 

 
Mitomicina C 2 2 2 2 
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3. Susceptibilidad a antimicrobianos (μg/ml) 

Tabla Nº 31: Susceptibilidad a antimicrobianos en las 

mutantes seleccionadas con diazepam a partir de la cepa 

origen PS7 

 
 
                                               CMI (μg/ml) 

                            Cepas 

Antimicrobiano PS7 EC7/0,5 EC7/0,75 EC7/1 EC7/1,5 

Ac. Nalidíxico 32 64 128 128 128 

Lomefloxacina 0,5 2 2 4 4 

Norfloxacina 0,12 0,5 1 1 2 

Cefalotina 16 32 32 32 32 

Cefoxitina 1 1 1 2 2 

Ceftazidima 0,5 1 1 1 2 

Cefotaxima 0,25 0,5 1 1 1 

Aztreonam 0,5 0,5 1 1 2 

Imipenem 0,25 0,25 0,5 2 2 

Cloranfenicol 0,5 0,5 0,5 1 1 

Cefpirome 1 2 2 2 4 

Tetraciclina 64 128 128 128 128 
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Tabla Nº 32: Susceptibilidad a diferentes antimicrobianos 

expresadas en CMI (μg/ml) para las mutantes seleccionadas con 

diazepam a partir de la cepa origen PS11. 

 
CMI (μg/ml) 

                              Cepas 

Antimicrobiano PS11 EC11/0,5 EC11/0,75 EC11/1 EC11/1,5 

Ac. Nalidíxico 32 64 128 128 128 

Lomefloxacina 0,5 2 2 4 4 

Norfloxacina 0,12 0,5 1 1 2 

Cefalotina 16 32 32 32 32 

Cefoxitina 1 1 1 2 2 

Ceftazidima 0,5 1 1 1 2 

Cefotaxima 0,25 0,5 1 1 1 

Aztreonam 0,5 0,5 1 1 2 

Imipenem 0,25 0,25 0,5 2 2 

Cloranfenicol 0,5 0,5 0,5 1 1 

Cefpirome 1 2 2 2 4 

Tetraciclina 64 128 128 128 128 
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4. Efecto del inhibidor de bombas de eflujo CCCP 

sobre la susceptibilidad a los diferentes 

antimicrobianos 

Mutantes derivadas de la cepa  PS7 
 

Tabla Nº 33: Efecto de CCCP 50 μM en las CMIs (μg/ml) de 

los antimicrobianos en las cepas mutantes, expresado como 

cociente  entre la CMI del antimicrobiano en ausencia de 

CCCP (CMIº) y la CMI del antimicrobiano en presencia de 50 

μg/ml CCCP (CMI+). 

 
 

Cocientes CMIº/CMI+ 
      

             Cepas 

Antimicrobiano EC7/0,5 EC7/0,75 EC7/1 EC7/1,5 

Ac. Nalidíxico 2 4 4 4 

Lomefloxacina 4 8 8 8 

Norfloxacina 2 8 8 16 

Ciprofloxacina 4 4 8 16 

Cefalotina 2 4 4 4 

Cefoxitina 2 4 2 4 

Ceftazidima 4 8 8 8 

Cefotaxima 2 2 2 4 

Aztreonam 4 8 8 8 

Imipenem 2 2 8 8 

Cloranfenicol 2 8 8 8 

Cefpirome 4 2 2 4 

Tetraciclina 2 2 2 4 
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Mutantes  derivadas de la cepa  PS11 
 

Tabla Nº 34: Efecto de CCCP 50 μM en las CMIs (μg/ml) de 

los antimicrobianos en las cepas mutantes, expresado como 

cociente  entre la CMI del antimicrobiano en ausencia de 

CCCP (CMIº) y la CMI del antimicrobiano en presencia de 50 

μg/ml CCCP (CMI+). 

 
 

    Cocientes CMIº/CMI+ 
 

                           Cepas 

Antimicrobiano EC11/0,5 EC11/0,75 EC11/1 EC11/1,5 

Ac. Nalidíxico 2 4 2 4 

Lomefloxacina 4 8 4 8 

Norfloxacina 8 8 16 32 

Ciprofloxacina 8 8 16 32 

Cefalotina 2 2 2 2 

Cefoxitina 2 4 2 2 

Ceftazidima 4 4 8 8 

Cefotaxima 4 4 4 8 

Aztreonam 4 4 4 8 

Imipenem 2 8 16 16 

Cloranfenicol 8 8 16 16 

Cefpirome 8 8 8 16 

Tetraciclina 2 2 2 4 
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5. Valoración de la susceptibilidad a Mitomicina C y 

efecto del CCCP sobre la CMI de la Mitomicina C. 
En la Tabla 35 se muestran los valores de CMI hallados para la 

Mitomicina C en las mutantes seleccionadas con diazepam y la 

CMI valorada en  presencia de CCCP.  

 

Tabla Nº 35: valores de la CMI (μg/ml) para Mitomicina C en 

mutantes de E. coli seleccionas con diazepam: MitC: mitomicina 

C, CCCP: carbonil cianuro m-clorofenil hidrazona 

 
 

CMI (μg/ml) 
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Mutantes  
 
 
 

Origen 
0,5 

mM CCCP 0,75 
mM CCCP 1 

mM CCCP 1,5 
mM CCCP 

PS7 8 4 8 8 16 16 16 16 

PS11 8 8 8 8 16 16 16 16 
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6. Valoración de cambios en la morfología de los 

mutantes respecto de las cepas origen 

 

 

Tinción de Gram 
 

       
         PS7      LmfE7 

 
Examen en fresco 

 

      
   PS7    CazE7 
 

                       
         LmfE7 
 
 Fig. 33: Imágenes de la cepa origen PS7 y de los mutantes CazE7 y 
LmfE7 por la técnica de Gram y examen en fresco. 
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Tabla resumen de cambios morfológicos 
 

Tabla Nº 36: Tabla resumen de los cambios morfológicos 

observados en microscopía óptica con la tinción de Gram y en 

fresco. 

 
 

 Tinción de Gram Fresco 
PS7 +++ +++ 

LmfE7 ++ ++ 
CazE7 + + 
PS11 +++ +++ 

CazE11 ++ ++ 
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7. Resultados de la valoración de la tolerancia al 

ciclohexano en la cepa AG100, la cepa origen PS7 y 

los mutantes seleccionados con diazepam 
En la tabla Nº 37 y 38 (figuras Nº 34 y 35) se observa la relación 

entre los valores de absorbancia obtenidos en las cepas mutantes 

respecto al de la cepa origen en presencia de ciclohexano, en función del 

tiempo. Podemos observar que los mutantes son de 1,8 a 3,0 veces más 

resistentes al ciclohexano que sus cepas origen. 

 

                                            Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                  de la cepa mutante en presencia de CH                           
               Incremento   =        
                                            Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                     de la cepa origen en presencia de CH   
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Tabla Nº 37: Incremento de la tolerancia al ciclohexano para los 

mutantes seleccionadas con diazepam a partir de la cepa sensible 

PS7. Podemos observar que los mutantes son de 1,8 a 3 veces más 

tolerantes que la cepa origen y AG100, que no toleran el 

ciclohexano. 

 

Tiempo ( horas) 
 

Cepas 
Mutantes 

 6 9 24 
EC7/0,5 1,8 1,9 1,9 
EC7/0,75 1,9 2,2 2,3 

EC7/1 2,5 2,5 2,8 
EC7/1,5 2,6 3 2,8 

PS7/AG100 1,0 1,0 1,0 
 

1 1 1

1,8
1,9 1,91,9

2,2
2,3

2,5 2,5

2,8

2,6

3

2,8

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

6hs 9hs 24hs

PS7
0,5
0,75
1
1,5

 
 

Figura Nº 34: Incremento de la tolerancia al ciclohexano en función 

del tiempo para las cepas seleccionadas con diazepam a partir de la 

cepa origen PS7 (EC7/0,5; EC7/0,75; EC7/1; EC7/1,5).  
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Tabla Nº 38: incremento en la tolerancia al ciclohexano para los 

mutantes seleccionadas con diazepam a partir de la cepa sensible 

PS11. 

Podemos observar que los mutantes son de 1,9 a 3,1 veces más 

tolerantes que la cepa origen y AG100, que no toleran el 

ciclohexano. 

 

Tiempo ( horas)  
Cepas 

Mutantes 
 6 9 24 

EC11/0,5 1,9 1,9 1,8 

EC11/0,75 2,3 1,9 1,9 

EC11/1 2,3 2,2 2,3 

EC11/1,5 2,4 2,3 2,3 

PS11/ AG100 1,0 1,0 1,0 
 
 
 

1 1 1

1,9 1,9
1,8

2,3

1,9 1,9

2,3
2,2

2,3
2,4

2,3 2,3

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

6hs 9hs 24hs

PS11
0,5
0,75
1
1,5

 
 

Figura Nº 35: Incremento de la tolerancia al ciclohexano en función 

del tiempo para las cepas seleccionadas con diazepam a partir de la 

cepa origen PS11 (EC11/0,5; EC11/0,75; EC11/1; EC11/1,5). 
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8. Efecto del Salicilato de Sodio 5 mM en la tolerancia al 

ciclohexano de en las cepas mutantes de E. coli 

seleccionadas con Diazepam: 
Tablas 39 y 40, Figura Nº 36 
 
CH: Ciclohexano; + SL: En presencia de Salicilato sódico 5 mM 
 

                                      Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                          (3, 6 y 24 horas posteriores al  CH + SL)                           
 Incremento   =               
en presencia de SL                           (Abs. 3hs) 
                                                   (Absorbancia en ausencia de CH + SL) 
 
 
                                       Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                             (3, 6 y 24 horas posteriores al  CH)                           
 Incremento   =               
en ausencia de SL                        (Abs. 3hs) 
                                                 (Absorbancia en ausencia de CH) 
 

 
Tabla Nº 39 

 
 

Inducción con Salicilato de Sodio 5 mM  
Incremento en la Tolerancia al CH 

Cepas 6hs        9hs       24hs 
PS7 3,6 3,5 3,9 

0,5 mM DZ + SL 3,8 4,2 4,9 
0,75 mM DZ + SL 4,1 4,7 4,8 

1 mM DZ + SL 4,3 3,9 4,3 
1,5 mM DZ + SL 4,5 4,8 4,7 

AG100 + SL 3,8 3,9 3,8 
Sin inducción 

PS7 1,3 1,4 1,4 
0,5 mM DZ 1,8 1,9 1,9 
0,75 mM DZ 1,9 2,2 2,3 

1 mM DZ 2,5 2,5 2,8 
1,5 mM DZ 2,6 3 2,8 

AG100 inducida 1,1 1,0 1,0 
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Tabla Nº 40 
 

 
Inducción con Salicilato de Sodio 5 mM  

Incremento en la Tolerancia al CH 
Cepas 6hs       9hs       24hs 
PS11 3,5 3,7 3,9 

0,5 mM DZ + SL 4 4,1 4,6 
0,75 mM DZ + SL 4,2 4,1 4,7 

1 mM DZ + SL 4,3 4,5 4,8 
1,5 mM DZ + SL 4,3 4,4 4,9 

AG100+ SL 3,8 3,9 3,8 
Sin inducción 

PS11 1,3 1,3 1,4 
0,5 mM DZ 1,9 1,9 1,8 
0,75 mM DZ 2,3 1,9 1,9 

1 mM DZ 2,3 2,2 2,3 
1,5 mM DZ 2,4 2,3 2,3 

AG100 inducida 1,1 1,0 1,0 
 

0

1

2

3

4

5

6

6hs 9hs 24hs

PS7

0,5 mM DZ

0,75 mM DZ

1 mM DZ

1,5 mM DZ

Ag100

PS11

0,5 mM DZ

0,75 mM DZ

1 mM DZ

1,5 mM DZ

 
 

Figura Nº 36: Representación del incremento en la 

tolerancia al ciclohexano en función del tiempo de las cepas 

origen y de las seleccionadas con diazepam bajo el efecto inductor 

de 5mM de salicilato. La cepa AG100 sin inducir no está 

representada en los gráficos. 
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9. Análisis de la expresión de la OmpF en mutantes 

seleccionados con diazepam 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
Figura Nº 37: Análisis de la expresión de proteínas de membrana 

externa de los mutantes seleccionados con diazepam mediante              

SDS-PAGE al 11 % suplementado con 4M de urea. 

 
8. EC7/0,75 (E. coli  PS7 

0,75mM) 

Líneas: 

1. EC11/1,5 (E. coli  PS11 

1,5mM) 9. EC7/0,5 (E. coli  PS7 

0,5mM) 2. EC11/1 (E. coli  PS11 

1mM) 10. PS7 

3. EC11/,75 (E. coli  PS11 

0,75mM) 

11. JF703 (OmpF deficiente) 

12. KL16 

4. EC11/0,5 (E. coli  PS11 

0,5mM) 

13.  PM 

 

      Tinción: Imperial 5. PS11 

6. EC7/1,5 (E. coli  PS7 

1,5mM) 

7. EC7/1 (E. coli  PS7 1mM) 

Marcador PM: albúmina bovina (66 kDa), albúmina de huevo (45 

kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo de conejo (36 

kDa),  anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa),  

inhibidor de tripsina (20 kDa), α-lactoalbumina (14 kDa) 
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10. Análisis de la expresión de TolC en gel de poliacrilamida 

 

 

PM kDa 

66  

45  

 29  

 20  

 14  

 

       1    2     3      4       5      6     7      8       9     10     11     12    13   14 

Figura Nº 38: Perfil electroforético de los extractos de proteína de 

membrana externa (TolC) en gel de poliacrilamida al 12,5 % 

suplementado con SDS. 

Líneas: 

1. PM 

2. EC11/1,5 (E. coli  PS11 

1,5mM) 

3. EC11/1 (E. coli  PS11 1mM) 

4. EC11/,75 (E. coli  PS11 

0,75mM) 

5. EC11/0,5 (E. coli  PS11 

0,5mM) 

6. PS11 

7. EC7/1,5 (E. coli  PS7 1,5mM) 

8. EC7/1 (E. coli  PS7 1mM) 

9. EC7/0,75 (E. coli  PS7 0,75mM) 

10. EC7/0,5 (E. coli  PS7 0,5mM) 

11. PS7 

12. PM 

13. E. coli  AG100 

 

 

Tinción Imperial  
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Marcador de peso molecular: albúmina bovina (66 kDa), albúmina de 

huevo (45 kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo de conejo 

(36 kDa),  anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa),  inhibidor 

de tripsina (20 kDa), α-lactoalbumina (14 kDa) 
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11. Actividad enzimática de los extractos periplásmicos 
crudos 

 
 

Tabla Nº 41 Actividad enzimática de los extractos crudos de las cepas 

origen y mutantes sobre los sustratos Bencilpenicilina y Cefaloridina, 

expresados en nanomoles de sustrato hidrolizados por minuto y por 

miligramo de proteína. 

 
 

    Actividad en mU*/mg de proteína total 

Sustrato PS7 EC7/0,5 EC7/0,75 EC7/1 EC7/1,5 

 
Bencilpenicilina  

100 μM 
700±45 731,1±55 698±34 664±8 712±16 

 
Cefaloridina 

100 μM 74,2±3 80,2±9 104,4±33 110,5±1 79,8±17 

 
 

Tabla Nº 42 
 
 

    Actividad en mU*/mg de proteína total 

Sustrato PS11 EC11/0,5 EC11/0,75 EC11/1 EC11/1,5 

 
Bencilpenicilina  

100 μM 
612 ± 17 744±5 646±31 712±9 625±18 

 
Cefaloridina 

100 μM 89±8 98 ± 9 104±17 131±20 85,4± 16 

 
 
*1 U representa: 1 μmol de sustrato hidrolizado por minuto y por ml de extracto.  
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12. Análisis de proteínas de membrana interna con tinción 

imperial en cepas mutantes obtenidas por selección con 

diazepam y salicilato de sodio 

 

 
 

Figura Nº 39 A: Perfil electroforético del extracto de proteínas de membrana 

interna en gel de poliacrilamida al 12, 5 % suplementado con SDS. 

Líneas:

6. EC11/80 (E. coli PS11 

80mM salicilato) 

1. PS7 

2. PS11 

3. EC7/1,5 (E. coli PS7 1,5 mM 

diazepam) 

7. PM 

 

4. EC11/1,5 (E. coli PS11 1,5 

mM diazepam) 

 

 

Tinción: KIT de tinción Imperial  5. EC7/80 (E. coli PS7 80 mM 

salicilato)  

Marcador de peso molecular en kDa: albúmina bovina (66 kDa), albúmina 

de huevo (45 kDa), gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo de conejo 

(36 kDa),  anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa),  inhibidor de 

tripsina (20 kDa), α-lactoalbumina (14 kDa). 
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205 
116 
 96 
 84    
 66 

          55  

  

      45  

20  

       36 
 

       29 
  

       24 

14,2  
6,5 

 

Figura Nº 39 B: Perfil electroforético del extracto de proteínas de membrana 

interna en gel de poliacrilamida al 12, 5 % suplementado con SDS. 

1           2     3      4      5       6     7      8     9  

Líneas:
1. PS7 
2. EC7/0,5 (E. coli PS7 0,5 mM 

diazepam) 
3. EC/1 (E. coli PS7 1 mM 

diazepam) 
4. EC/60 (E. coli PS7 60 mM 

salicilato) 
5. PS11 

6. EC11/0,5 (E. coli PS11 0,5 
mM diazepam) 

7. EC11/1 (E. coli PS11 1 mM 
diazepam) 

8. EC11/60 (E. coli PS11 60 
mM salicilato) 

9. PM 

 

Marcador de peso molecular en kDa: Miosina, músculo de conejo (205); β-

galactosidasa, E.coli (116); fosforilasa b, músculo de conejo (97); fructosa 6 fosfato 

quinasa de músculo de conejo (84); albúmina bovina (66); albúmina de huevo (45); 

gliceraldehído 3-P-deshidrogenasa de músculo de conejo (36);  anhidrasa carbónica 

de eritrocitos bovinos (29);  inhibidor de tripsina (20); α-lactoalbumina, leche 

bovina (14,2); aprotinina, pulmón de conejo (6,5). 
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13. Detección de las proteínas de unión a penicilina (PBPs) con 

Bocilina y luz UV en cepas mutantes obtenidas por selección con 

diazepam y salicilato de sodio 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

  

Figura Nº 40: Gel de SDS-PAGE 12,5%. 

Líneas:  

1. PM 

2. EC11/1,5 (E. coli PS11 1,5 mM diazepam)  

3. EC11/80 (E. coli PS11 80mM salicilato) 

4. PS11 

5. EC7/1,5 (E. coli PS7 1,5 mM diazepam) 

6. EC7/80 (E. coli PS7 80 mM salicilato) 

7. PS7 

8. AG100 

 

Detección: Bocilina concentración y luz ultravioleta en ChemiDoc system              

(Biorad) 

PM: Marcador de peso molecular Fluorescente (ver en capítulo de 

material y métodos) 
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Salicilato de sodio 
 

 
1. Selección de mutantes con salicilato de sodio:  

 
La concentración mínima inhibitoria (CMI º) del salicilato sódico en la cepa 

origen PS7 y PS11 fue: 20 mM 
 

PS7 
1º escalón 
selectivo 
40mM 

2º escalón 
selectivo 
60mM 

3º escalón 
selectivo 
80mM 

4º escalón 
selectivo 
100mM 

 
CMI 

 
40 60 80 100 

 
∆CMI* 

 
2 3 4 5 

 
Frecuencia 

de selección 
 

10-7 10-8 10-8 10-9 

 
Las cepas seleccionadas fueron denominadas de acuerdo a la concentración 

de salicilato de sodio utilizada en cada escalón selectivo: 

 
- EC7/40 
 
- EC7/60 
 
- EC7/80 
 
- EC7/100  

 
 
 
* ∆CMI: CMI/ CMI º,  siendo CMI º: concentración mínima inhibitoria del Salicilato en 
la cepa origen, CMI: concentración inhibitoria mínima del Salicilato en  la cepa mutante 
seleccionada en cada escalón selectivo  
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PS11 
1º escalón 
selectivo 
20mM 

2º escalón 
selectivo 
40mM 

3º escalón 
selectivo 
60mM 

 
CMI 

 
20 40 60 

 
∆CMI* 

 
2 3 4 

 
Frecuencia 
de selección 

 

10-7 10-8 10-8 

 
Las cepas seleccionadas fueron denominadas de acuerdo a la concentración 

de salicilato de sodio utilizada en cada escalón selectivo: 

 
- EC11/40 
 
- EC11/60 
 
- EC11/80 
 
- EC11/100  

 
 
 
 
 
* ∆CMI: CMI/ CMI º,  siendo CMI º: concentración mínima inhibitoria del 
Salicilato Sódico en  la cepa origen, CMI: concentración inhibitoria mínima del 
Salicilato Sódico en la cepa mutante seleccionada en cada escalón selectivo  
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2. Susceptibilidad a antimicrobianos 
-  Susceptibilidad a antimicrobianos (μg/ml) de las cepas mutantes 

seleccionadas con Salicilato de Sodio a  partir de la cepa origen PS7 

 
Tabla Nº 43 
 
 
      CMI (μg/ml) 

                                  Cepas 

Antimicrobiano PS7 EC7/40 EC7/60 EC7/80 EC7/100 

Ac. nalidíxico 32 64 128 512 512 

Lomefloxacina 0,5 2 2 2 2 

Norfloxacina 0,12 0,5 1 1 2 

Cefalotina 8 32 32 32 32 

Cefoxitina 1 1 2 2 2 

Ceftazidima 0,5 1 2 4 4 

Cefotaxima 0,25 0,5 0,5 1 2 

Aztreonam 0,5 0,5 1 2 2 

Imipenem 0,25 0,5 0,5 1 1 

Cloranfenicol 0,5 0,5 0,5 1 1 

Cefpirome 1 1 1 2 2 

Tetraciclina 64 128 128 128 128 
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-  Susceptibilidad a antimicrobianos (μg/ml) de las cepas mutantes 

seleccionadas con salicilato de sodio a  partir de la cepa origen PS11 

Tabla Nº 44 
 
 
         CMI (μg/ml) 

                              Cepas 

Antimicrobiano PS11 EC11/40 EC11/60 EC11/80 

Ac. nalidíxico 16 64 128 128 

Lomefloxacina 0,5 2 2 2 

Norfloxacina 0,06 0,5 1 1 

Cefalotina 8 16 32 32 

Cefoxitina 1 2 2 2 

Ceftazidima 0,5 1 1 2 

Cefotaxima 0,25 1 1 2 

Aztreonam 0,5 0,5 1 2 

Imipenem 0,25 0,5 0,5 1 

Cloranfenicol 0,25 0,5 1 1 

Cefpirome 1 1 1 2 

Tetraciclina 64 128 128 128 

 
 
 

*Los datos numéricos expresan las CMI (μg/ml) obtenidas utilizando la 
técnica de dilución en Agar para valorar la susceptibilidad a los 
diferentes  antimicrobianos. 
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3. Efecto del inhibidor de bombas de eflujo CCCP sobre la 

susceptibilidad a los diferentes antimicrobianos 
 

Tabla Nº 45: Efecto de CCCP 50 μM en las CMIs (μg/ml) de los antimicrobianos 

en los mutantes seleccionadas con salicilato sódico a partir de la cepa PS7, 

expresado como cociente entre la CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP 

(CMIº) y la CMI del antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP (CMI+) 

 
 

Cocientes CMIº/CMI+ 
                             Cepas 

Antimicrobiano EC7/40 EC7/60 EC7/80 EC7/100 

Ac. Nalidíxico 2 2 8 8 

Lomefloxacina 2 2 2 4 

Norfloxacina 4 4 8 16 

Cefalotina 2 2 4 4 

Cefoxitina 2 2 2 4 

Ceftazidima 2 2 4 4 

Cefotaxima 2 2 2 4 

Aztreonam 2 2 4 4 

Imipenem 2 2 4 4 

Cloranfenicol 2 2 4 8 

Cefpirome 2 2 4 4 

Tetraciclina 2 2 2 4 
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Tabla Nº 46: Efecto de CCCP 50 μM en las CMIs (μg/ml) de los 

antimicrobianos en los mutantes seleccionadas con salicilato sódico a 

partir de PS11, expresado como cociente entre la CMI del antimicrobiano 

en ausencia de CCCP (CMIº) y la CMI del antimicrobiano en presencia de 

50 μg/ml CCCP (CMI+)  

 

  Cocientes CMIº/CMI+ 

                        Cepas 

Antimicrobiano EC11/40 EC11/60 EC11/80 

Ac. Nalidíxico 2 4 8 

Lomefloxacina 4 4 8 

Norfloxacina 4 8 8 

Cefalotina 2 2 2 

Cefoxitina 2 2 2 

Ceftazidima 2 2 2 

Cefotaxima 2 2 4 

Aztreonam 2 2 4 

Imipenem 2 2 2 

Cloranfenicol 4 8 8 

Cefpirome 2 2 2 

Tetraciclina 4 4 4 

 
 
CMIº: CMI del antimicrobiano en ausencia de CCCP 
CMI+: CMI del antimicrobiano en presencia de 50 μg/ml CCCP 
 
 

 290

 

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



4. Valoración de la susceptibilidad a Mitomicina C y efecto del 
CCCP sobre la CMI de la Mitomicina C  

 
En la tabla se muestran los valores de CMI hallados para la Mitomicina C 

en las mutantes seleccionadas con diazepam y la CMI valorada en presencia de 

CCCP.  

 

Tabla Nº 47: valores de la CMI (μg/ml) para Mitomicina C en mutantes de E. 

coli seleccionas con diazepam: MitC: Mitomicina C, CCCP: carbonil cianuro 

m-clorofenil hidrazona 

 

CMI (μg/ml) 
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 Mutantes 

Origen 40 
mM CCCP 60 

mM CCCP 80 
mM CCCP 100 

mM CCCP

PS7 4 4 4 4 4 4 4 4 

PS11 4 4 8 8 8 8 - - 
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5. Valoración de cambios en la morfología de los mutantes 

respecto de las cepas origen 

 

  
 PS7 

 

                   
   EC7/40        EC7/80 

 
Fig. 41: Imágenes de la morfología de los mutantes seleccionados con salicilato y  
de la cepa origen PS7 
 
 
 
 

 . 
          Cepa DPD2668 (control)       DPD2669 (sdiA amplificado) 
      (cultivo en fase estacionaria)      (cultivo en fase estacionaria) 

 
Wei Y. y cols., 2001 
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Examen microscópico del cultivo de una noche de la cepa DPD2669 portadora de 
sdiA amplificado 
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Tabla resumen de cambios morfológicos 
 

Tabla Nº 48: Tabla resumen de los cambios morfológicos observados en 

microscopía óptica con la tinción de Gram y en fresco de las cepas 

mutantes seleccionadas con diazepam o salicilato sódico a partir de las 

cepas PS7 y PS11. 
 

Cepa Tinción de Gram Fresco 
PS7 +++ +++ 

EC7/0,5 ++ ++ 
EC7/1 + + 

EC7/1,5 + + 
EC7/40 ++ ++ 
EC7/60 + + 
EC7/80 + + 

  
Cepa Tinción de Gram Fresco 
PS11 +++ +++ 

EC11/0,5 ++ ++ 
EC11/1 + + 

EC11/1,5 + + 
EC11/40 ++ ++ 
EC11/60 + + 
EC11/80 + + 
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6. Resultados de la valoración de la tolerancia al ciclohexano en 

los mutantes seleccionados con salicilato sódico. 

 
En la tabla Nº 49 y 50 (figura Nº 42 y 43) se observa la relación entre los 

valores de absorbancia obtenidos en las cepas mutantes respecto al de la cepa 

origen en presencia de ciclohexano, en función del tiempo. Podemos observar que 

los mutantes son de 1,9 a 3,1 veces más resistentes al ciclohexano que sus cepas 

origen. 

 

                                             Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                 de la cepa mutante en presencia de CH                           
               Incremento   =        
                                            Abs.6 horas o 9 horas o 24 horas 
                                                     de la cepa origen  en presencia de CH   
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Tabla Nº 49: incrementos en la tolerancia al ciclohexano de los mutantes 
seleccionados con salicilato de sodio a partir de la cepa origen PS7. Observamos 
que los mutantes son 1,9 a 3 veces más tolerantes que la cepa origen y AG100, 
dichas cepas no toleran el ciclohexano. 
 
 

 

Tiempo (horas) 
 

Cepas 
Mutantes 

 6 horas 9 horas 24 horas 
PS7 1,0 1,0 1,0 

EC7/40 1,9 2,4 2,5 
EC7/60 2 2,5 2,6 

EC7/80 2,5 2,6 2,8 
EC7/100 2,6 2,8 3 
AG100 1,0 1,0 1,0 

 

1 1 1

1,9

2,4
2,5

2

2,5
2,6

2,5
2,6

2,8
2,6

2,8
3

1 1 1

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

6hs 9hs 24hs

PS7
40mM
60mM
80mM
100mM
AG100

 
 

     Figura Nº 42.  
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Tabla Nº 50: incrementos en la tolerancia al ciclohexano de los mutantes 
seleccionados con salicilato de sodio a partir de la cepa origen PS11. 
Observamos que los mutantes son 2,2 a 3,1 veces más tolerantes que la cepa 
origen y AG100, dichas cepas no toleran el ciclohexano. 
 
 

Tiempo (horas) 
 

Cepas 
Mutantes 

 6 horas 9 horas 24 horas 
PS11 1,0 1,0 1,0 

EC11/40 2,2 2,4 2,5 

EC11/60 2,4 2,8 2,7 

EC11/80 2,6 3 3,1 

AG100 1,0 1,0 1,0 
 
 

1 1 1

2,2
2,4 2,52,4

2,8 2,72,6

3 3,1

1 1 1

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

6hs 9hs 24hs

PS11
40mM
60mM
80mM
AG100

 
 

Figura Nº 43  
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7. Análisis de la expresión de las proteínas de membrana 

externa de los mutantes seleccionados con Salicilato Sódico 

en geles de poliacrilamida  

 
 
 

Figura Nº 44: Perfil electroforético de los extractos de proteína de 

membrana externa en gel de poliacrilamida al 11 % suplementado con 

SDS y 4 M de Urea. 

10. EC11/80 (E. coli PS11 80mM 
salicilato) 

Líneas: 
1. PM 

11. EC11/80 (E. coli PS11 80mM 
salicilato). 

2. PS7 
3. EC7/40 (E. coli PS7 40mM 

salicilato)  
Tinción: Imperial  4. EC7/60 (E. coli PS7 60mM 

salicilato)  
PM: Marcador de peso 
molecular: albúmina bovina 
(66 kDa), albúmina de 
huevo (45 kDa), anhidrasa 
carbónica de eritrocitos 
bovinos (29 kDa),  
Tripsinógeno (24 kDa),  
inhibidor de tripsina (20 
kDa), α-lactoalbumina (14 
kDa).

5. EC7/80 (E. coli PS7 80mM 
salicilato) 

6. EC7/100 (E. coli PS7 100mM 
salicilato) 

7. PS11 
8. EC11/40 (E. coli PS11 40mM 

salicilato) 
9. EC11/60 (E. coli PS11 60mM 

salicilato) 
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8. Resultados de la actividad hidrolítica de los extractos 

crudos  

Actividad enzimática de los extractos crudos de las cepas origen y 

mutantes sobre los sustratos Bencilpenicilina y Cefaloridina, expresados 

en nanomoles de sustrato hidrolizados por minuto y por miligramo de 

proteína. ND: no se detecta actividad hidrolítica sobre los sustratos  

utilizados. 

 
Tabla Nº 51 
 
 

  Actividad en mU/mg de proteína total 
 

Sustrato PS7 EC7/40 EC7/60 EC7/80 EC7/100 

 
Bencilpenicilina 

100 μM 700±45 725±30 670±29 718±3 597±18 

 
Cefaloridina 

100 μM 74,2±3 87±10 69±8 78±9 101±3 

 
 

Tabla Nº 52 
 

 
   Actividad en mU/mg de proteína total 

Sustrato PS11 EC11/40 EC11/60 EC11/80 

 
Bencilpenicilina  

100 μM 612 ± 17 628±15 519±20 490±12 

 
Cefaloridina 

100 μM 89±8 100±11 78±5 95±7 

 
 

 298

 *1 U representa: 1 μmol de sustrato hidrolizado por minuto y por ml de 
extracto.  
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Inducción de fenotipos de multirresistencia en la cepa de E. coli 

AG100 con salicilato de sodio y nueve fármacos no antimicrobianos 

utilizados en cirugía 
Trabajos previos han descrito una respuesta inmune deficitaria e infecciones 

refractarias en pacientes como efectos secundarios a los tratamientos con 

benzodiazepinas y anestésicos, así como con drogas antiinflamatorias como la 

dexametasona, fundamentalmente en cirugía (Kress HG., 1992; Hensler T., 1997). 

El Diazepam (una benzodiazepina) ha sido recientemente identificado como un 

inductor dosis dependiente del fenotipo de múltiple resistencia a antibióticos en 

cepas sensibles de E. coli AG100 (Tavío MM. y cols, 2004). En el mismo trabajo se 

confirmó que también la inducción de fenotipos de multirresistencia por salicilato y 

benzoato sodio en la misma cepa era concentración-dependiente. En ambos casos 

el fenotipo de multirresistencia se caracterizó por la disminución o total 

desaparición de la porina F así como un incremento del eflujo activo de 

norfloxacina, condicionando ambos cambios una disminuida susceptibilidad a 

antimicrobianos que son sustratos de bombas de expulsión y/o utilizan la porina F 

como canal preferente de entrada en la célula bacteriana (Tavío MM. y cols, 2004). 

Ésto nos llevó a estudiar la posible inducción del fenotipo de múltiple resistencia a 

antibióticos en E. coli AG100 utilizando medicamentos usados como pre-

anestésicos o medicación de post-quirúrgica, por lo que para este estudio 

empleamos nueve fármacos no antimicrobianos: clonazepan, ketorolaco, 

clorpromazina, dexametasona, haloperidol, metamizol, diclofenaco, fenobarbital, 

propacetamol. 
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Formulas químicas de los compuestos utilizados en este estudio 

Clonazepam  

Dexametasona 

  

C15H10ClN3O3  C22H29FO5 
 

 

 

 
Clorpromazina  
 Diclofenaco 

 

   
  
 
 
 

Dipirona o Metamizol Fenobarbital 

 

 
 

 
 

C13H16N3NaO4S  C12H12N2O3 
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Ketorolaco 

 
C19H24N2O6 

 

Propacetamol 

 

 
C14H20N2O3

.HCl  

 
Haloperidol 

 
C21H23ClFNO2 
 

 
Todos estos compuestos presentan una estructura compleja con anillos 

aromáticos. Al analizar sus estructuras podemos llegar a clasificarlos en 3 grupos: 

esteroides (dexametasona), di-aril-amina (diclofenaco) y compuestos aril-

heterociclos (clonazepam, clorpromazina, metamizol, fenobarbital, ketorolaco, 

haloperidol) (Morrison y Boy, ed. 1998; Remington ed., 2003; Ege S. ed. 1998) 
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Inducción de la Disminución de Permeabilidad de la 

Pared Bacteriana 
Se observó que la expresión de la porina F en la membrana externa 

bacteriana disminuye cuando se induce a la cepa de E. coli AG100 con 

concentraciones subinhibitorias comprendidas entre 1/4 y 1/128 de las CMIs de 

cualquiera de los nueve medicamentos estudiados, al igual que lo descrito 

anteriormente para fármacos como el diazepam o para el benzoato utilizando la 

misma cepa que en este estudio (Tavío MM. y cols, 2004). Así concentraciones ≥ 

1/16 de la CMI de haloperidol, ≥1/32 de la CMI de clonazepan, ketorolaco, 

clorpromazina, fenobarbital, propacetamol, diclofenaco, ≥1/128 de la CMI de 

dexametasona, metamizol (dipirona), inducen en la AG100 un perfil de proteínas 

de membrana externa (OMP) similar al de la cepa E. coli AG112 (mutante marR 

derivado de E. coli AG100). Sin embargo, ésto no sucede cuando se utilizan 

concentraciones de los medicamentos inferiores a las antes mencionadas. 

Obtuvimos un efecto similar en la expresión de OmpF cuando sometimos a E. coli 

AG100 a la acción del salicilato a concentraciones comprendidas entre 0,16; 0,32; 

0,63, 1,25; 2,5 o 5 mM, concentraciones que son equivalentes a 1/128 - 1/4 de la 

CMI del salicilato en la AG100. Demostrándose así un efecto dependiente de la 

concentración de la droga en la disminución en la permeabilidad de la membrana 

inducido en la cepa AG100 por los nueve fármacos ensayados, tal como se había 

descrito previamente en el caso del salicilato y diazepam (Tavio MM. y cols, 2004). 

Con respecto a la susceptibilidad a antimicrobianos, observamos que 

concentraciones comprendidas entre 1/64 y 1/4 de los medicamentos estudiados 

incrementaban de 2 a 32 veces las CMIs de cefoxitina, ácido nalidíxico, 

norfloxacina, tetraciclina y cloranfenicol, similar al resultado obtenido utilizando 

concentraciones equivalentes a 1/64 y 1/4 de la CMI de salicilato en la cepa 

AG100. Además concentraciones 0,156 mM de salicilato (1/128), 5 mM de 

metamizol (1/128) y 0,039 mM de dexametasona (1/128) también disminuyeron de 

2 a 4 veces la susceptibilidad de la cepa AG100 a los antibióticos ensayados. 

Estos resultados se deben en parte a la disminución de la expresión de la 

porina F tal como ha sido descrito en trabajos previos, en los que se observó que la 

alteración de permeabilidad de la membrana externa por pérdida de dicha porina 

contribuía a incrementar la resistencia a antibióticos no relacionados 
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estructuralmente como quinolonas, β-lactamicos, cloranfenicol y tetraciclina 

(Komatsu T. y cols, 1991). Sin embargo, bajo el efecto de concentraciones menores 

a 1/128 de la CMIs de cada uno de los medicamentos estudiados no se observaron 

diferencias en la susceptibilidad de la cepa AG100 a los antibióticos testados 

respecto de la misma cepa sin inducir (Komatsu T. y cols, 1991). 

Tavío MM. y cols.-1999 compararon la sensibilidad de E. coli KL16 (cepa 

salvaje sensible) con la cepa JF703 (mutante exclusivamente deficiente en OmpF), 

observando que la pérdida de dicha porina contribuía a incrementar la CMI del 

ácido nalidíxico en 2 veces, de 2- 4 veces la CMI de norfloxacina, ciprofloxacina, 

lomefloxacina y 2 veces las CMIs de tetraciclina y cefalotina. Sin embargo, al 

comparar éstos resultados con los obtenidos en este estudio mediante la inducción 

de los fármacos antes mencionados observamos que los incrementos en las CMIs 

fueron muy superiores (2-32 veces), lo que nos sugiere que la cepa AG100 bajo el 

efecto de cualquiera de los fármacos ensayados expresa otros mecanismos de 

resistencia, además de la pérdida de OmpF. 

De la misma forma Cohen SP. y cols., 1993 valoraron el efecto de 5 mM de 

salicilato sobre la cepa sensible AG100 y una mutante mar derivada de la anterior 

carente de la porina F(AG100-Tc2.5-1), observando que en ausencia del inductor la 

mutante mar era de 2,7 a 4,8 veces más resistente a tetraciclina, cloranfenicol y 

ampicilina que la cepa sensible AG100, pero en presencia de salicilato 5mM las 

CMIs de dichos fármacos son eran sólo 1,5 a 1,9 veces superiores en la Mutante 

mar que en la cepa AG100, sugiriendo que ante la presencia de este inductor la 

cepa AG100 muestra un patrón de sensibilidad similar al de AG100-Tc2.5-1 

(mutante mar que expresa el fenotipo de múltiple resistencia a antibióticos). 

En este trabajo de tesis, las CMIs de los agentes antimicrobianos ensayados 

en la cepa AG100 crecida en presencia de salicilato o con cualquiera de los nueve 

medicamentos eran más altas que las de la cepa AG112 (mutante marR) no 

inducida (cultivada en ausencia medicamentos o salicilato), ello también sugiere 

que otros mecanismos de resistencia, diferentes a la pérdida de OmpF, también 

pueden estar activados bajo la inducción con cualquiera de los medicamentos, tal 

como se describió para el salicilato, benzoato sódico y diazepam (Tavío MM. y 

cols., 2004). Por lo tanto, está justificada la valoración de un posible incremento de 

eflujo activo de antimicrobianos bajo el efecto inductor de los fármacos ensayados. 
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Inducción de la Expulsión o Eflujo Activo de Antimicrobianos 
 La mayor inducción del operón marRAB se ha descrito con una 

concentración de salicilato equivalente a 1/4 de la CMI (5 mM) (Cohen SP. y cols., 

1993). Por lo que para simplificar el estudio del efecto de los nueve fármacos en 

los ensayos de acumulación intracelular de norfloxacina, se utilizaron 

concentraciones equivalentes a 1/4 de las CMIs de las drogas en estudio. Los 

resultados de este estudio confirmaron que la pérdida de la OmpF en la cepa 

AG100 por la acción de 1/4 de la CMI de los diferentes medicamentos estuvo 

acompañada de una disminución del 69,3 a un 90 % en la acumulación de 

norfloxacina. El clonazepan y dexametasona produjeron la mayor disminución en 

la acumulación de norfloxacina equivalente a la producida por una concentración 5 

mM de salicilato sobre la cepa AG100. Por su parte, los siete medicamentos 

restantes redujeron la acumulación de norfloxacina entre 69,3-82 %, alcanzándose 

un nivel de intracelular de norfloxacina no superior al observado en la cepa 

AG112. 

 Tavío MM. y cols, 2004 utilizando 1/4 de la CMI de diazepam y benzoato de 

sodio obtuvieron una disminución de la acumulación de norfloxacina de 84,3% y 

86,4% respectivamente utilizando la cepa AG100, dichos resultados fueron 

similares a los que produce una concentración 5 mM de salicilato (90%) sobre la 

misma cepa. Éstos datos coinciden con resultados anteriores sobre la respuesta 

fluoroquinolonas en mutantes mar derivadas de la cepa AG100, en donde la 

acumulación de norfloxacina disminuyó entre 36,9% y 84% con respecto a la cepa 

origen, en dicho trabajo los mutantes multirresistentes que mostraron la menor 

acumulación sobre-expresaban el gen marA y presentaban mutaciones en gyrA 

(Oethinger M. y cols., 2000).  

En este trabajo de tesis, cuando 50 o 100 μM CCCP fueron añadidos para 

disipar la fuerza de protón motriz, la acumulación de norfloxacina aumentó en 

orden de 2 veces con los medicamentos utilizados a excepción de fenobarbital para 

el que el incremento obtenido fue de 7 veces, similar a lo que ocurre cuando este 

inhibidor de bombas protón dependientes es usado en cepas que tienen el operón 

marRAB activado en las que también se observó un incremento en la acumulación 

de norfloxacina en 2 veces con respecto a la cepa sin CCCP (Oethinger M. y cols., 

2000).  
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Sin embargo, la acumulación intracelular de norfloxacina en la cepa AG100 

crecida en presencia de los fármacos ensayados y estimuladas por CCCP, era 

siempre menor que en la observada en la cepa AG100 no inducida ni energizada 

por CCCP. Los resultados obtenidos fueron de 2 a 6,6 veces menor que los 

hallados con la cepa AG100, a excepción del fenobarbital en donde la diferencia 

sólo fue de 1,3 veces. Ésto probablemente es debido a que la pérdida OmpF 

inducida por los medicamentos disminuye la permeabilidad externa de pared 

bacteriana a norfloxacina, sugiriendo además que el fenobarbital sería el 

medicamento que menos efecto tendría sobre la permeabilidad de la pared 

bacteriana a dicho antimicrobiano. Los datos obtenidos por Tavío MM. y cols., 

2004 muestran el mismo comportamiento, en este artículo se describió cómo al 

inducir cepas de E. coli AG100 con diazepam y benzoato de sodio en presencia de 

CCCP, la acumulación de norfloxacina era de 2-2,6 veces menor que la que 

presenta la cepa AG100 en la cepa AG100 no inducida ni energizada por CCCP.  

Además, la disminución en la acumulación de norfloxacina fue concomitante 

con el incremento de 4-32 veces en la CMI a norfloxacina, ésto concuerda con lo 

que se describió anteriormente para la CMI de ciprofloxacina (16-133 veces) en 

diferentes mutantes multirresistentes derivadas de E. coli AG100 (Oethinger M. y 

cols., 2000) y para la CMI de norfloxacina en la cepa AG100 con el fenotipo de 

multirresistencia inducido por drogas como diazepam, benzoato de sodio y 

salicilato (Tavío MM. y cols., 2004).  

Según los resultados de esta tesis, las concentraciones subinhibitorias de 

cualquiera de los nueve medicamentos ensayados así como de salicilato (1/128-1/4 

de su CMI en la cepa  AG100) reprimieron la síntesis OmpF en la cepa salvaje ya 

mencionada y disminuyeron su sensibilidad a agentes antimicrobianos, que son 

sustratos de bombas de eflujo y / o llegan al espacio periplásmico a través de la 

porina F. De la misma manera, 1/4 de las CMIs de los nueve fármacos en la cepa 

AG100 así como el salicilato también indujeron el eflujo activo y el desarrollo de 

fenotipo de multirresistencia en la misma cepa. En este sentido datos previos 

describen que concentraciones de salicilato comprendidas entre 0,5 y 10 mM 

(equivalentes a 1/40 y 1/2 de la CMI de la cepa AG100) inducen marcadamente la 

expresión del operón marRAB, mientras que a concentraciones entre 0,01 y 0,1 mM 

(equivalen a 1/256 y 1/2048 de la CMI del salicilato de la AG100) muestran poco o 

ningún efecto sobre este operón (Cohen SP. y cols, 1993), avalando así nuestros 
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resultados puesto que encontramos efecto inductor en el rango de concentraciones 

comprendidas entre 1/4 (5 mM) y 1/128 de la CMI (0,156 mM) del salicilato en la 

cepa AG100. 

Para corroborar la presencia de eflujo activo en la cepa AG100 inducida con 

los nueve fármacos y que dicha expresión también es dependiente de la dosis 

utilizada, valoramos el efecto del CCCP sobre las CMIs de ácido nalidíxico, 

norfloxacina, cefoxitina, cloranfenicol y tetraciclina, en presencia de dos 

concentraciones inductivas: 1/4 y 1/128 de la CMIs de dichos fármacos. 

Resultando que ante la presencia del CCCP y en presencia de 1/4 de la CMIs de los 

diferentes inductores se produjo un aumento en la sensibilidad de 2-8 veces para 

todos los fármacos ensayados (clonazepam, ketorolaco, clorpromazina, 

dexametasona, haloperidol, metamizol, diclofenaco, fenobarbital, propacetamol).  

No se encontró disminución en las CMIs de los antimicrobianos ensayados 

bajo la inducción con 1/128 de las CMIs de diclofenaco, clorpromazina, 

propacetamol, ketorolaco, haloperidol, fenobarbital, clonazepam, mientras que se 

observo un incremento en la sensibilidad de 2-4 veces en la sensibilidad cuando se 

utilizaba 1/128 de la CMIs de metamizol, dexametasona y salicilato. Esto se 

correlaciona con lo observado en el perfil de sensibilidad antibiótica resultante de 

la inducción con 1/128 de las CMIs de los fármacos ensayados. Observamos que la 

AG100 ante la inducción con 1/128 de la CMIs de los fármacos ensayados tiene el 

mismo perfil de sensibilidad antibiótica que la cepa AG100 sin inducir, excepto 

para metamizol, dexametasona y salicilato que producen un incremento de 2 veces 

en las CMIs de los antimicrobianos en 1/128 de su CMI. 

 Estos resultados corroboran también la presencia de sistemas de eflujo 

protón-dependientes contribuyendo en parte a los incrementos en la resistencia a 

los antimicrobianos ensayados, y que la expresión de estos sistemas también 

dependió de la dosis utilizada. 
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El Aumento de la Tolerancia al Ciclohexano bajo Inducción 

con Medicamentos de Uso Clínico 
La inducción del operón marRAB conduce a la hiperexpresión de MarA pero 

además de esta proteína se han identificado en E. coli otros tres reguladores 

globales (SoxS, Rob, SdiA) involucrados en el incremento del eflujo activo y/o 

disminución del influjo de antimicrobianos a la célula bacteriana (Giuliodori AM., 

y cols., 2007). 

 Los sistemas de eflujo activo no sólo expelen antimicrobianos al exterior 

sino compuestos que resultan tóxicos para la célula entre los que se encuentran los 

solventes orgánicos. Sabemos que existe una estrecha relación entre la tolerancia a 

los solventes orgánicos y el eflujo activo, ya que TolC es canal externo común para 

múltiples bombas de eflujo activo a la vez que responsable de la tolerancia al 

ciclohexano en E. coli (Koronakis V. y cols., 2004; Ramos J. y cols., 2002; Hayashi 

S. y cols., 2003; Aono R. y cols., 1998; Kobayashi K., 2001),  por lo que el 

incremento en la tolerancia al ciclohexano puede utilizarse como un marcador de la 

presencia de sistemas activos de expulsión de drogas, y nos orienta ante la 

presencia de cepas con fenotipo de múltiple resistencia a antibióticos (Hiroyuki A. y 

cols., 1997; Aono R. y cols., 1998; Giuliodori AM y cols., 2007). A su vez, el 

incremento de la tolerancia a dicho solvente es un claro indicio de la 

hiperexpresión de esta porina en la membrana externa bacteriana (Aono R. y cols., 

1998, Asako H. y cols., 1999).  

Como se mencionó anteriormente, igual que fue previamente descrito para el 

salicilato y el diazepam los nueve fármacos ensayados incrementan la resistencia a 

antibióticos no relacionados estructuralmente, y esta inducción es dependiente de la 

dosis o concentración utilizada. Estos resultados se correlacionan con los que 

hallamos cuando valoramos el incremento en la tolerancia al ciclohexano en 

presencia de salicilato de sodio y de los nueve fármacos en concentraciones 

comprendidas entre 1/4 y 1/512 de sus CMIs en la cepa E. coli AG100.  Podemos 

observar que la cepa AG100 crecida en presencia de los medicamentos estudiados 

en concentraciones comprendidas entre 1/4 y 1/128 de la CMI de cada uno de ellos 

fueron de 3,8 veces más tolerantes al ciclohexano que la cepa origen.  

El mayor incremento en la tolerancia al ciclohexano fue obtenido utilizando 

1/4 de la CMI de todos los medicamentos ensayados y como era de esperar el 
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mayor valor de incremento en la tolerancia al ciclohexano (3,8-4,5) fue obtenido 

con el salicilato de sodio en 1/4 de su CMI (5 mM), lo que concuerda con el 

hallazgo ya descrito de la máxima inducción del operón marRAB por salicilato en 

una concentración 5 mM (Cohen SP. y cols., 1993). Incrementos de 2,5 a 2,7 

fueron obtenidos con 1/4 de la CMI de metamizol, ketorolaco, haloperidol, 

clorpromazina, clonazepam, dexametazona y diazepam, a excepción del 

diclofenaco que incrementó 3,4 veces la tolerancia al ciclohexano con 1/4 de su 

CMI, acercándose al valor de tolerancia al observado en la cepa AG100 inducida 

con salicilato 5 mM. Asimismo se observó que la tolerancia al ciclohexano 

disminuyó a medida que disminuyó la concentración del medicamento en estudio, 

de manera que a concentraciones ≤ 1/64 de la CMI para haloperidol y  ≤ 1/128 de 

la CMI del resto de los fármacos no se produjo incremento en la tolerancia al 

ciclohexano, apreciándose el mismo comportamiento frente al ciclohexano que la 

cepa AG100 sin inducir. Estos datos se correlacionan con los hallados para la 

inducción con salicilato de sodio, donde observamos que a concentraciones ≤  

1/128 de la CMI, la cepa AG100 inducida no tolera el ciclohexano al igual que la 

cepa AG100 no inducida, así Asako H. y cols. en 1997 publicaron que la exposición 

a 0,5 mM de salicilato no tenía efecto sobre la tolerancia al ciclohexano en la cepa 

de E. coli utilizada  en su estudio.  

Si comparamos estos resultados con los encontrados en la valoración de la 

susceptibilidad antibiótica bajo el efecto inductor de concentraciones equivalentes a 

1/128 de las CMIs de los medicamentos en estudio (excepto al haloperidol), 

encontramos que la cepa AG100 expresa prácticamente la misma susceptibilidad 

antibiótica que la cepa sensible sin inducir, excepto con haloperidol que a una 

concentración 1/64 sólo incrementa 2 veces su resistencia a tetraciclina y por 

debajo de esta concentración la cepa inducida expresa la misma susceptibilidad que 

la cepa AG100 sin inducir, lo que concuerda con el hecho de que a partir de esta 

concentración la cepa no es más tolerante al ciclohexano, sugiriendo la importancia 

del eflujo activo en la tolerancia al ciclohexano y en la resistencia a 

antimicrobianos. 

En el análisis de las proteínas de membrana externa observamos que se 

produce el incremento en una banda en torno a los 53Kda. que se corresponde a la 

que Aono R. y cols, 1998 describen como TolC usando la misma metodología. 

Además podemos observar que dicha expresión también es dependiente de la dosis 
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del medicamento utilizada para la inducción de la cepa AG100. El análisis de los 

estos geles reveló que esta banda tiene la mayor expresión cuando se induce a la 

cepa con 1/4 de la CMI de cada uno de los medicamentos ensayados, al igual que 

lo que ocurre con salicilato 5 mM y ésto se correlaciona con el hecho de que a esta 

concentración se produce el mayor incremento en la tolerancia al ciclohexano. 

Asimismo podemos observar que la intensidad de dicha banda va disminuyendo a 

medida que nos acercamos a concentraciones comprendidas entre 1/64 y 1/128 de 

la CMI. Con concentraciones menores a estas últimas el perfil de proteínas de 

membrana externa se asemeja al de la cepa AG100 sin inducción.  

Estos resultados concuerdan con los anteriormente expuestos puesto que a 

partir de estas concentraciones la cepa AG100 inducida con los medicamentos 

vuelve a adquirir la misma sensibilidad que la cepa origen, no incrementa la 

tolerancia al ciclohexano, y expresa la OmpF en su membrana externa.  
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Relevancia Clínica de los Resultados 
La medicación utilizada tanto antes como después de una cirugía tiene como 

finalidad reducir la ansiedad de los pacientes, prevenir complicaciones en la 

anestesia, proporcionar amnesia anterógrada y retrógada, prevenir efectos 

indeseables de algunos fármacos en la anestesia, proporcionar analgesia pre y post 

operatoria, prevenir la liberación de histamina en pacientes predispuestos y generar 

profilaxis de infecciones que se pueden desarrollar durante el proceso quirúrgico. 

Para intentar reducir la ansiedad, los medicamentos más utilizados son las 

benzodiazepinas como el diazepam o clonazepam, que producen relajación 

muscular central y amnesia. Hay que mencionar que dicho medicamento hoy en día 

suele ser usado cronicamente para el tratamiento de fobias y ansiedades (Romero-

Ruiz y cols., 2006). En cuanto a la analgesia tanto pre como post-operatoria se 

suelen utilizar analgésicos como diclofenaco, salicilato, paracetamol, 

propacetamol, ketorolaco o metamizol (dipirona) que tienen una eficacia suficiente, 

reservando los derivados de los opiáceos para casos de dolor intenso. Además 

suelen utilizarse medicamentos co-adyuvantes de anestesia como el fenobarbital o 

clorpromazina o co-adyuvantes para el tratamiento del dolor crónico como el 

haloperidol. La dexametasona es un corticosteroide de acción local que también es 

muy utilizado antes o después de una cirugía pues funciona como antiinflamatorio, 

antialérgico y antipruriginoso, pero a su vez a esta droga se suele prescribir en 

asociación con antibióticos como ciprofloxacina para prevenir diferentes 

infecciones causadas por microorganismos susceptibles. Las asociaciones entre 

muchos de los analgésicos-antiinflamatorios y antibióticos suelen ser 

recomendadas para disminuir la sintomatología de las patologías infecciosas 

independientemente de un proceso quirúrgico (Romero-Ruiz y cols., 2006). 

Como podemos observar todos los fármacos ensayados en este trabajo son 

utilizados en la medicación pre o post operatoria y también en asociación con 

antimicrobianos para el tratamiento de patologías infecciosas. 

 Lo que hay que resaltar es que algunas de las dosis habituales usadas en 

dosificaciones para adultos de siete de los fármacos ensayados (diclofenaco, 

dexametazona, haloperidol, fenobarbital, metamizol, clonazepam, propacetamol) 

podrían alcanzar las concentraciones plasmáticas que son capaces de inducir la 

expresión de fenotipos de multirresistencia en E. coli, quizás a través de la 
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inducción de la expresión de activadores transcripcionales como MarA u otras 

proteínas homólogas en E. coli.  

Por los datos anteriormente relatados y tal como Tavío MM. y cols.-2004 lo 

habían establecido con diazepam, benzoato y salicilato, dicha inducción resultó ser 

dosis dependiente y generalmente comprendida en un rango de concentraciones 

que oscilan entre 1/4 y 1/128 de la CMI de cada uno de ellos.  

Como podemos ver a continuación la concentración en plasma alcanzado por 

siete de los medicamentos ensayados son suficientes para inducir la expresión del 

fenotipo de multiple resistencia a drogas en cepas de E. coli AG100:  

• Diclofenaco: el rango plasmático de esta droga oscila entre 0,03 y 0,17 mM, 

que corresponde a 1/32-1/128 de la CMI de la E. coli AG100 a dicho 

medicamento.  

• Metamizol: el rango plasmático de esta droga oscila entre 4,3 y 8,8 mM, 

que corresponden a concentraciones comprendidas entre 1/64 y 1/128 de la 

CMI de la AG100 a dicho fármaco. 

• Dexametasona: el rango plasmático de esta droga esta comprendida entre 

0,003 y 0,13 mM, que corresponden a concentraciones comprendidas entre 

1/32 y 1/128 de la CMI de la AG100 a dicho fármaco. 

• Clonazepam: el rango plasmático de esta droga oscila entre 0,001 y 0,025 

mM, que corresponden a concentraciones comprendidas entre 1/8 y 1/128 

de la CMI de la AG100 a dicho fármaco. 

• Haloperidol: el rango plasmático de esta droga oscila entre 0,003 y 0,03 

mM, que corresponden a concentraciones comprendidas entre 1/16 y 1/128 

de la CMI de la AG100 a dicho fármaco. 

• Propacetamol: el rango plasmático de esta droga oscila entre 2,1 y 8,8 mM, 

que corresponden a concentraciones comprendidas entre 1/8 y 1/16 de la 

CMI de la AG100 a dicho fármaco. 

• Fenobarbital: el rango plasmático de esta droga oscila entre 0,03 y 0,8 mM, 

que corresponden a concentraciones comprendidas entre 1/32 y 1/64 de la 

CMI de la AG100 a dicho fármaco. 
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Los fármacos ensayados en este trabajo inducen in vitro la pérdida de la 

porina F, activan el eflujo activo para norfloxacina, disminuyen la susceptibilidad a 

múltiples antibióticos, incrementan la tolerancia a solventes orgánicos e 

incrementan la expresión de TolC en la membrana externa, todos atributos de las 

cepas que poseen el fenotipo de múltiple resistencia a antibióticos (Tavío MM. y 

cols., 2001; Barbosa T. & S. Levy, 2000; Randall L.P. & Woodward M.J., 2002; 

Aono R y cols., 1998; Hayashi S. y cols., 2003 Oethinger M., 1998; Tavío MM. y 

cols., 2004). 

 En estos casos observamos que el desarrollo del fenotipo de multirresistencia 

estuvo asociado a concentraciones cercanas a las CMIs de la cepa salvaje, lo que 

sugeriría que es un mecanismo que pone en marcha la bacteria como respuesta a 

situaciones límite por exceso de dosis. Por lo que el mencionado fenotipo podría 

ser parte de la respuesta bacteriana al estrés, cuya activación es dosis o 

concentración dependiente (Giuliodori AM. y cols., 2007) y no depende 

simplemente de la sustancia química como se creía hasta ahora.  
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Inducción de fenotipos de multirresistencia en cepas de E. coli 

AG100 con paraquat y cloruro de sodio 
El estrés ambiental puede ser definido como todas aquellas situaciones 

adversas que tienen un efecto nocivo sobre la fisiología celular bacteriana, alteran 

el normal crecimiento y en situaciones extremas pueden llevar a la inhibición o 

muerte celular. 

Estas condiciones incluyen estrés oxidativo, cambios extremos de 

temperatura, pH extremos, anaerobiosis, shock osmótico, shock por calor,  

agotamiento de nutrientes, y la presencia de compuestos tóxicos o inhibitorios, 

incluyendo los antibióticos. Se ha observado que ante estas condiciones se inducen 

reorganizaciones en el genoma e incluso mutaciones en la célula bacteriana, y estos 

mecanismos adaptativos han sido asociados al desarrollo de múltiple resistencia a 

los antibióticos (McMahon y cols., 2007). 

En muchas de estas situaciones de estrés se induce el operón marRAB, que 

regula múltiples genes (Barbosa TM. & Levy SB., 2000), muchos de los cuales 

están vinculados al desarrollo de resistencia a antibióticos, lo que nos sugiere la 

estrecha relación que existe entre respuesta bacteriana al estrés y el desarrollo del 

fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos (Giuliodori AM., y cols, 2007).  

En este trabajo sometimos a la E. coli AG100 a otras condiciones de estrés, 

induciéndola con compuestos como paraquat y cloruro de sodio, para comparar si 

en estas condiciones de estrés se inducía el fenotipo de múltiple resistencia 

antibiótica al igual que con los fármacos no antibióticos. 

Recordemos que el paraquat (compuesto cíclicos redox) genera estrés 

oxidativo al generar diferentes especies reactivas del oxígeno (superóxido, 

peróxido de hidrógeno y radical del oxidrilo) que puede causar daño en el ADN, 

proteína y membranas (Li Z., 1994) y que el cloruro de sodio genera estrés 

osmótico al incrementar la osmolaridad del medio (Csonka Laszlo N., 1989; Asako 

H. y cols., 2000). 

Analizando la susceptibilidad a antimicrobianos de la E. coli AG100 ante 

estas situaciones de estrés, observamos que concentraciones comprendidas entre 

1/4 y 1/256 de paraquat incrementaban la resistencia de 2 a 32 veces para los 

antimicrobianos ensayados, encontrando incrementos de 2 a 8 veces para 

cefoxitina, de 4 a 8 veces para ácido nalidíxico, de 4 a 16 veces para norfloxacina, 
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de 2 a 32 veces para tetraciclina, y de 4 a 32 veces para cloranfenicol, y con 

concentraciones inferiores a estas la susceptibilidad a los antibióticos era 

prácticamente la misma que la observada en la cepa salvaje AG100 sin inducir.  

Cuando analizamos la susceptibilidad a los mismos antimicrobianos en 

presencia de cloruro sódico observamos que de nuevo en concentraciones 

comprendidas entre 1/4 y 1/256 de la CMI la resistencia incrementaba de 4 a 16 

veces para norfloxacina, de 2 a 16 veces para tetraciclina y cloranfenicol, y de 2-8 

veces para cefoxitina y ácido nalidíxico. En concentraciones inferiores la 

susceptibilidad a antimicrobianos era la misma que en la cepa AG100 sin inducir.  

Si comparamos los perfiles de susceptibilidad bajo la inducción con fármacos   

en concentraciones comprendidas entre 1/4 y 1/128, observamos que aumento de 

de 4 a 8 veces la CMI de cefoxitina, de 2 a 16 veces la CMI del ácido nalidíxico, de 

2 a 32 veces la CMI de norfloxacina, de 2 a 32 veces la CMI de tetraciclina y de 2 a 

16 veces la CMI de cloranfenicol, es decir el rango de los incrementos obtenidos 

varió de 2-32 veces al igual que lo observado en la inducción con paraquat y 

cloruro de sodio. Diferentes sistemas de respuesta bacteriana al estrés podrían estar 

involucrados en estos cambios de sensibilidad  a antimicrobianos. Como 

mencionamos anteriormente el paraquat es el principal inductor del operón soxRS. 

SoxS estimula la transcripción de genes vinculados en la resistencia a antibióticos y 

en la tolerancia a los solventes orgánicos como marRAB (operón involucrado en la 

múltiple resistencia a antibióticos), acrAB (sistema de eflujo activo), tolC (porina) 

y micF (ARN regulatorio antisentido a OmpF)(Word T. y cols., 1999; Pomposiello 

P., 2001). Por su parte, la regulación de la expresión de las porinas en situaciones 

de estrés osmótico involucra un sistema de dos componentes EnvZ-OmpR, que 

reprime la síntesis de la porina F en condiciones de alta osmolaridad (Goh Ee-Been 

y cols., 2004). En E. coli los niveles de OmpF también disminuyen en condiciones 

de alta temperatura (Andersen C. y cols., 1989), y ante la presencia de salicilato 

(Nikaido H., 2003; Rosner y cols., 1991) por un incremento en la expresión de 

micF (ARN antisentido) que inhibe la traducción de ompF (Asako H. y cols, 2000). 

Asimismo el sistema de dos componentes CpxA-CpxR también regula la expresión 

de porinas, y responde a diferentes condiciones asociadas al estrés tal como pHs 

alcalinos y superproducción de proteínas secretadas, incremento de osmolaridad y 

también a la adhesión de células a las superficies. La regulación de la expresión de 

las porinas asociadas al estrés de la envoltura también está también regulado por 
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otro factor independiente denominado σE. Mientras que la activación de σE 

disminuye la expresión de ompF y ompC, la activación del operón Cpx resulta en 

una disminución en la expresión de ompF y un incremento en la expresión de 

ompC (Giuliodori AM. y cols., 2007; Batchelor E. y cols., 2005). Por lo que 

procedimos a analizar el perfil de proteínas de membrana externa y observamos 

que la AG100 crecida en concentraciones comprendidas entre 1/4 y 1/128 de la 

CMI, tanto en la inducción con paraquat como con cloruro sódico, disminuía la 

expresión de OmpF. Sin embargo, en concentraciones inferiores a ese rango, la 

cepa AG100 inducida tiene el mismo perfil que la AG100 sin inducir. El mismo 

resultado que se observó bajo el efecto inductivo de las mismas concentraciones 

subinhibitorias de los nueve fármacos ensayados. En ningún caso se observó la 

pérdida o notable disminución en la expresión de OmpC, tal como sería de esperar 

por un efecto regulador del sistema EnvZ-OmpR (Nikaido H., 2003; Srividhya KV. 

& Krishnaswamy S., 2004; Goh Ee-Been y cols., 2004). 
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Incremento en la Tolerancia al Ciclohexano  

por Inducción con Paraquat o NaCl 
Los incrementos en la resistencia observados en la cepa AG100 bajo 

inducción con Paraquat o con NaCl no podían explicarse por la sola pérdida de la 

OmpF, dado el alto rango de incrementos de la CMIs de antimicrobianos cuyo paso 

a través de la pared bacteriana no es exclusivamente por la porina F, tal es el caso 

de ácido nalidíxico, cloranfenicol, y tetraciclina. En este sentido, Komatsu T. y 

cols., 1991 no observaron diferencias significativas en las CMIs del ácido 

nalidíxico, cloranfenicol y tetraciclina al comparar la resistencia entre cepas de E. 

coli que expresan o no la porina F en sus membranas. 

Valorando la tolerancia al ciclohexano para poner en evidencia la expresión 

de sistemas de eflujo activo dependientes de TolC, encontramos que la AG100 

inducida con paraquat o con cloruro de sodio era más tolerante que la AG100 sin 

inducción y al igual que lo que ocurre con los medicamentos anteriormente 

ensayados el máximo valor se obtuvo con 1/4 de la CMI para ambos compuestos y 

osciló entre 3,8 y 4,5, siendo de 3,9 a 4,5 para el paraquat y de 3,8 a 4,2 para 

cloruro sódico. Estos valores son prácticamente los mismos que obtuvimos con 

salicilato 5 mM (3,8-4,5) y son 1,3 a 1,5 veces superiores a los obtenidos con la 

inducción de fármacos (2,5 a 3,4). Asako H. y cols, 2000 también observaron que 

cepas de E. coli en presencia de cloruro de sodio (NaCl) eran más tolerantes a 

dicho solvente que en ausencia del mismo, avalando así su efecto inductor. 

Asimismo, pudimos observar que los incrementos en la tolerancia fueron 

también dosis dependiente. El mayor incremento lo encontramos en 1/4 de la CMI 

y vemos que son cada vez menores a medida que disminuye la concentración del 

inductor hasta la concentración 1/256 de su CMI, nivel por debajo del que la cepa 

AG100 tiene el mismo comportamiento que la cepa salvaje ante el ciclohexano. En 

presencia de paraquat se observó similar comportamiento de la tolerancia al 

ciclohexano que con cloruro sódico. 

Como mencionamos anteriormente el incremento en la tolerancia al 

ciclohexano es marcador de la presencia de sistemas de eflujo activo dependientes 

de TolC, y la adquisición del fenotipo de múltiple resistencia a antibióticos en 

cepas de E. coli también esta ligado a la sobre-expresión de AcrAB-TolC (Bohnert 

Jürgen A. y cols.,  2006). 
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Cuando analizamos el perfil de proteínas de membrana externa, observamos 

que la cepa AG100 inducida con paraquat y cloruro de sodio, al igual que lo que se 

observó en los ensayos de inducción con cualquiera de los nueves fármacos 

testados, se sobre-expresaba una banda en torno a los 53 kDa. que podría 

corresponder a TolC, dada su movilidad electroforética (Aono R. y cols, 1998). La 

expresión de dicha banda resultó ser dependiente de la concentración de paraquat y 

cloruro de sodio, y estuvo comprendida entre 1/4 y 1/128 de las CMIs de ambos 

compuestos en la cepa AG100, el mismo efecto que observamos mediante la 

inducción con los nueve fármacos. La mayor expresión de TolC la observamos en 

1/4 de la CMI de dichos compuestos y va disminuyendo a medida que disminuimos 

las concentraciones de agente inductor, tanto para el caso de Paraquat o del NaCl. 

A concentraciones inferiores a 1/128 de la CMI la AG100 tiene el mismo patrón de 

proteínas que la que manifiesta la cepa sin inducción.  

En trabajos anteriores se ha descrito que compuestos cíclicos redox inducen 

el operón soxRS, e incrementan la tolerancia al ciclohexano al mismo nivel que en 

aquellas cepas de E. coli en las que se sobre-expresa el gen soxS (Asako H., y cols 

1997). Es obvio que al ser el Paraquat un inductor reconocido del activador 

transcripcional SoxS (Li Z. & Demple B., 1994; Word T. y cols.. 1999; 

Koutsolioutsou A. y cols., 2005) su acción como inductor de tolerancia al 

ciclohexano y multirresistencia pudo ser también derivada de la activación del 

operón soxRS. 

La mayor resistencia a los antimicrobianos ensayados observada en la cepa 

AG100 en presencia de paraquat y cloruro sódico se podría entonces explicar por la 

disminución de la expresión de la porina F bajo inducción con cualquiera de los 

fármacos ensayados y por lo tanto, al menor influjo de antibióticos a la célula, ello 

sumado al incremento en la expresión de bombas de eflujo TolC dependientes, 

siendo esta porina el componente primordial en la maquinaria implicada en la 

tolerancia a los solventes orgánicos (Koutsolioutsou A. y cols., 2005; Webber & 

Piddock L. , 2001; Oethinger M. y cols., 1998; Aono R. y cols., 1998; Nakajima 

Harushi y cols., 1995; Griffith K. y cols., 2004). Llegando a la conclusión que 

compuestos como el paraquat y el cloruro sódico inducen in vitro, al igual que con 

los medicamentos antes ensayados y el salicilato, el fenotipo de múltiple 

resistencia, de forma dosis o concentración dependiente. Quizás este tipo de 

respuesta bacteriana ante una osmolaridad creciente esté vinculada a los 
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mecanismos de respuesta bacteriana al estrés en la que activadores como MarA, 

SoxS, Rob y SdiA han sido involucrados (Giuliodori AM., y cols., 2007, Levy SB., 

2002; Koutsolioutsou A. y cols., 2005; Martin R. y cols., 2000; Rahmati S. y cols., 

2002). 
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Selección de mutantes estables multirresistentes con 

antimicrobianos  
En la selección de mutantes de E. coli con ceftazidima, se obtuvo una 

frecuencia de selección que osciló entre 10-9-10-7 para el primer escalón selectivo, 

10-7-10-5 en el segundo escalón y tercer escalón selectivo. Las frecuencias de 

selección con lomefloxacina fueron algo menores, 10-7 para el primer escalón 

selectivo y 10-9 para el segundo escalón selectivo. Los mutantes resistentes 

desarrollados en esta tesis son estables, un carácter adquirido que no se perdió tras 

las sucesivas resiembras en medios de cultivo con ausencia del agente selectivo. En 

esta tesis sólo se caracterizaron los mutantes resultantes del mayor escalón 

selectivo (CazE7, LmfE7, CazE11) que resultaron ser los que mayor nivel de 

resistencia presentaban a los antimicrobianos testados. 

Las frecuencias de selección resultantes fueron coincidentes con los descritos 

en otros trabajos en los que la frecuencia de selección de mutantes con 

fluoroquinolonas siempre es menor   (10-11-10-9) (Heisig P. y cols., 1994; Olofsson 

S. y cols., 2006, Tavío MM. y cols., 1999) que aquellas derivadas de la selección 

con otros antimicrobianos como cloranfenicol (10-7-10-6) (Cohen SP. y cols., 1989) 

y β-lactámicos. Jaffé A. y cols. en 1983 seleccionaron mutantes a partir de cepas de      

E. coli con ampicilina, carbenicilina, cefaloridina, cefazolina, cefotaxima, 

cefoxitina, aztreonam, moxalactam y obtuvieron frecuencias de selección que 

oscilaron entre 10-9-10-6, frecuencias similares a las obtenidas en este trabajo de 

tesis. Asimismo cabe mencionar que en el presente trabajo no obtuvimos mutantes 

de E. coli seleccionados in vitro con imipenem y cefotaxima. 

Al igual que lo observado por otros autores (Cohen SP. y cols., 1989), dichos 

mutantes seleccionados con ceftazidima (CazE7 y CazE11) o con lomefloxacina 

(LmfE7) incrementaron la resistencia al agente selectivo, pero además en estos se 

apreció un incremento simultáneo de la resistencia a diversos antibióticos no 

relacionados estructuralmente como β-lactámicos, tetraciclina y cloranfenicol, y 

dicha resistencia se mantuvo estable en ausencia del agente selectivo. En concreto 

pudimos observar un incremento en la resistencia de 4-64 veces al ácido nalidíxico, 

16-32 veces a lomefloxacina, 2-32 veces a norfloxacina, 2-4 veces a cefalotina e 

imipenem, 2-4 veces a cefoxitina y cefotaxima, 64-128 veces a ceftazidima, 4-8 
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veces a aztreonam, 2 veces a tetraciclina, 2-256 veces a cloranfenicol, 4-32 veces a 

cefpirome en comparación con las cepas origen PS7 y PS11.  

Los incrementos obtenidos en la resistencia a ácido nalidíxico, norfloxacina y 

lomefloxacina son equiparables a los observados en otros mutantes seleccionados 

con quinolonas que poseen una o más mutaciones en gyrA (Oetheinge M. y cols, 

2000; Hirai K. y cols., 1986; Tavío MM. y cols., 1999; Heisig P. y cols., 1994), sin 

embargo, en el caso de esta tesis, en el mutante LmfE7 ya se había caracterizado 

previamente la existencia la misma sustitución en gyrA que en la cepa origen PS7 

sin la presencia de otras sustituciones en gyrB, parC  y/o parE  (Tavío MM. y cols., 

1999) que pudieran justificar el incremento de resistencia en LmfE7 a esas 

quinolonas. Sin embargo, en trabajos previos se describen menores valores de 

CMIs de quinolonas cuando la selección es con otros antimicrobianos como 

tetraciclina, cloranfenicol (Cohen SP. y cols., 1983) o β-lactámicos (Sanders C. y 

cols., 1984). 

Otros trabajos que caracterizan mutantes de E. coli y otras enterobacterias 

seleccionados in vitro con β-lactámicos han descrito CMIs similares a las 

alcanzados por algunos de los antibióticos β-lactámicos ensayados en este estudio 

(cefalotina, cefoxitina, cefotaxima) (Jaffé A. y cols., 1983) no así para ceftazidima, 

aztreonam y cefpirome, para los que las CMIs halladas en este estudio fueron 

superiores a las descritas (Jaffé A. y cols., 1983; Sanders C. y cols., 1984). 

A la vista de los resultados comentados, está claro que estos mutantes 

seleccionados in vitro a partir de aislamientos clínicos expresan el fenotipo de 

resistencia a múltiples antimicrobianos tras la presión selectiva que ejercieron las 

concentraciones suprainhibitorias de lomefloxacino y ceftazidima.  

El fenotipo de resistencia a múltiples antimicrobianos suele con frecuencia 

asociarse a incrementos importantes en las CMIs de quinolonas (8-64 veces e 

incluso más de 256 veces en algunas cepas si el agente selectivo es una quinolona y 

de 8-32 si es un beta-lactámico) (Tavío MM. y cols., 1999; Sanders C. y cols., 

1984), tal como se ha observado en las cepas mutantes seleccionadas en este 

trabajo. Asimismo cabe destacar el marcado incremento de resistencia a 

ceftazidima que presentaron LmfE7, CazE7 y CazE11. 

Debido a que los mutantes seleccionados expresan altos niveles de resistencia 

a antimicrobianos de diferentes familias es de esperar que expresen diferentes 

mecanismos de resistencia, puesto que estos niveles de resistencia no pueden 
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justificare sólo por un mecanismo (Tavío MM. y cols, 1999; Randall LP. y MJ. 

Woodward, 2002; Sanders C. y cols., 1984; Poole K., 2002; Mazzariol A., 2000). 
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Papel de la Permeabilidad en la Multirresistencia de los Mutantes 

Seleccionados in vitro 

El papel de las proteínas de membrana externa en el desarrollo de la múltiple 

resistencia a antimicrobianos se estudió mediante comparación de los distintos 

mutantes con sus cepas origen. El análisis de geles de poliacrilamida con dodecil-

sulfato-sódico y urea reveló que el incremento de múltiple resistencia está en parte 

asociado a una menor expresión de la porina F en las cepas LmfE7 y CazE11, y a 

una falta de expresión de la misma porina en la cepa CazE7, obteniendo un perfil 

proteico similar a la AG112 (mutante marR) usada como control. 

 La pérdida de la OmpF debió influir en la penetración de antibióticos como 

cefalotina o cefoxitina y otras cefalosporinas cuya difusión relativa a través de esta 

porina es notable (Yoshimura F, Nikaido H., 1985) en este sentido observamos que 

la cepa CazE7 es 2 veces más resistente a norfloxacina, cefalotina, cefoxitina, 

cefotaxima, aztreonam e imipenem que la cepa LmfE7, que no pierde dicha porina. 

Mientras que mostraron la misma sensibilidad a otros antimicrobianos como 

ceftazidima, cloranfenicol, lomefloxacina y tetraciclina. Ambas cepas fueron 

seleccionadas a partir de la misma cepa origen PS7. Resultados comparables han 

sido descritos por Komatsu T., 1991. En dicho trabajo compararon mutantes de E. 

coli que expresaban OmpF con aquellas que no y observaron un incremento de 2-4 

veces en la resistencia a norfloxacina, cefotaxima y cefoperazona, pero no 

constataron diferencias en la sensibilidad a algunos antibióticos como ácido 

nalidíxico, cloranfenicol y tetraciclina. 

Si bien la pérdida de OmpF incrementa la resistencia a diversos 

antimicrobianos, no justifica por si sola los marcados incrementos de resistencia 

observados en los mutantes seleccionados. Observamos que las cepas LmfE7 y 

CazE11, aún en presencia de dicha porina en sus membranas, incrementaron la 

resistencia a los antibióticos ensayados.  

En diferentes trabajos bibliográficos se plantea que las mutantes de E. coli 

seleccionadas in vitro y deficientes en la porina F son de 2 a 4 veces más 

resistentes a penicilinas, de 8 a 16 veces a cefalosporinas (cefazolina, cefalotina, 

cefaloridina, cefoxitina, cefpirome) (Chapman J. & Georgopapadakou N., 1988; 

Jaffé A. y cols.,1982; Sawai T., 1982 ), y de 2 a 4 veces más resistentes a 

antibióticos como el aztreonam (Hiraoka M., 1989) e imipenem (Poirel L. y cols., 

2004; Cornaglia G., 1992; Sawai T., 1982). Si bien las cepas mutantes 
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seleccionadas en esta tesis mostraron incrementos 2 a 4 veces para algunos β-

lactámicos (cefoxitina, cefotaxima y cefalotina, imipenem) al igual que lo descrito 

en los trabajos anteriormente citados, pero también incrementos mucho mayores se 

observaron para  antimicrobianos como ceftazidima (64-128 veces), cefpirome (4-

32 veces) y aztreonam (4-8 veces).   

Lo mismo ocurre con las quinolonas ensayadas, puesto que se ha descrito que 

la pérdida de OmpF contribuye a incrementar de 2 a 8 veces la concentración 

mínima inhibitoria para quinolonas como ácido nalidíxico y norfloxacina en cepas 

de E. coli (Chapman J. & Georgopapadakou N., 1988; Tavío MM. y cols., 2004, 

Cohen SP. y cols 1989), sin embargo en esta tesis los valores hallados fueron 

mayores, las mutantes seleccionadas incrementaron la resistencia de 4 a 32 veces a 

norfloxacina, de 16 a 32 veces a lomefloxacina y de 4 a 64 veces al ácido 

nalidíxico. 

 Por su parte, Cohen SP. y cols., 1988 observaron incrementos de sólo 4 a 8 

veces en la resistencia a cloranfenicol cuando E. coli pierde OmpF, a diferencia de 

nuestros mutantes (CazE7 y CazE11) en los que el incremento de la CMI del 

cloranfenicol fue hasta 256 mayor que en la respectivas cepas origen. 
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Regulación de la Expresión de la Porina F en las Cepas Mutantes 

Seleccionadas con Antimicrobianos 

La expresión de la porina F se ve influenciada por la presencia de diferentes 

compuestos químicos presentes en el medio, el más conocido es el salicilato 

(Rosner JL. y cols, 1991), aunque se han caracterizado otros como diazepam, 

antimicrobianos, etc. (Tavío MM. y cols., 2004), se sabe que la regulación de la 

porina F en estos casos es porque están involucradas algunas de las proteínas 

regulatorias que pertenecen a la familia XylS-AraC de activadores 

transcripcionales como son MarA, SoxS y Rob (Gallegos M. y cols., 1997). 

La expresión de ompF está regulada a nivel traduccional y transcripcional.  

El sistema osmosensor OmpR/EnvZ modula la expresión transcripcional de ompF  

dependiendo del estado de fosforilación del regulador OmpR, por otra parte existe 

una regulación traduccional negativa a través de micF, un ARNm antisentido que 

interacciona con mARN ompF, e inhibe su traducción. La transcripción de micF es 

inducible por el salicilato y otros compuestos como los ariloalcanoicos (Balagué 

C., 2001). El incremento en la expresión de micF puede atribuirse también a la 

sobre-expresión de MarA (activador transcripcional de marRAB), asi como de 

SoxS (Koutsolioutsou A. y cols., 2005; Aono R. y cols., 1998) y Rob (Jair K. y cols, 

1995; Jair K. y cols., 1996, Bennik M. y cols., 2000; Lee Eun-Hee y cols., 1996; 

Ariza R. y cols, 1995) proteínas homólogas a MarA, que pueden producir un 

incremento en la expresión de micF independientemente del locus marRAB.  

Cohen S. y cols., 1993 han observado que la actividad β-galactosidasa se 

incrementaba en presencia del salicilato 5 mM en cepas con el locus mar 

delecionado y fusión micF::lacZ aunque en menor medida que en la cepa origen 

con la misma fusión. Es decir, el salicilato 5 mM incrementó la trascripción de 

micF y condujo a una menor expresión de OmpF aún en ausencia del locus 

marRAB. 

En este trabajo además valoramos el nivel de expresión de micF en presencia 

y en ausencia de salicilato 5 mM midiendo la actividad β-galactosidasa en 

Unidades Miller en transductantes con la fusión micF::lacZ de las cepas 

seleccionadas con antibióticos (CazE7, LmfE7 y CazE11), usando como donante la 

Escherichia coli SB221 que a su vez usamos como cepa sensible control. 
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El análisis de los datos reveló que la actividad basal fue 1,4-1,5 veces mayor 

en los mutantes que en sus cepas origen, siendo mayor en la única cepa mutante 

carente de OmpF (CazE7). Resultado que indica que en los mutantes se encuentran 

implicadas vías regulatorias que influyen en la expresión de micF tal como se 

describe en Balagué C. y cols., 2001. 

En presencia de salicilato 5 mM todas las cepas incrementaron la actividad de 

la β-galactosidasa, los valores en las cepas origen fueron de 1,6 a 1,8 veces 

superiores a los obtenidos en ausencia del inductor. Mientras que en las cepas 

mutantes LmfE7 y CazE11 el incremento fue de 2,6 veces, ésto se correlaciona con 

el hecho de que estos mutantes tenían una mayor actividad basal a la que se suma 

la derivada de la inducción con salicilato. Una situación diferente se observa en la 

cepa CazE7 (deficiente en OmpF) donde el incremento fue de 1,7 veces respecto a 

la actividad basal de la enzima en la misma cepa.  

El salicilato de sodio es un conocido inductor del operón marRAB (Randall 

LP. & Woodward MJ., 2002) de manera que al activarse dicho operón se 

incrementa la expresión de micF que produce una disminución de OmpF en la 

membrana externa bacteriana (Cohen SP. y Levy SB., 1988). Como dicho operón es 

constitutivo en E. coli y otras enterobacterias (Randall LP. & Woodward MJ., 

2002; Barbosa T. & Levy S., 2000; Goldman J. y cols. 1996) es de esperar que 

también en las cepas origen se produzca un incremento en la expresión de micF por 

inducción con salicilato 5 mM. Asimismo, estos resultados son coincidentes con 

los obtenidos por Balagué C., y cols, 2001, en dicho trabajo se observó un 

incremento en la actividad β-galactosidasa, respecto de la actividad basal, de 1,7 a 

2 veces en cepas de E. coli transductantes con fusión micF::lacZ e inducidas con 

ácidos arilo-alcanoicos como el 2,4 diclorofenoxiacético. 

 Esto explicaría la respuesta al salicilato en las cepas origen PS7 y PS11. Por 

su parte, también el fenotipo de múltiple resistencia desarrollado en las mutantes 

CazE7, LmfE7 y CazE11 se asoció a una mayor expresión de micF respecto de las 

cepas origen. Los mutantes LmfE7 y CazE11 expresan una alta actividad β-

galactosidasa basal (aunque menor que CazE7) que se relaciona con la menor 

expresión de OmpF en la membrana externa de dichas bacterias, todo ello en 

concordancia con la posible activación del regulón mar por mutaciones que 

conduzcan a la sobre-expresión de cualquiera de los reguladores MarA, SoxS o 

Rob que comparten en otros muchos, la regulación positiva de micF (Gallegos M. y 
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cols., 1997; Word T. y cols., 1999; Koutsolioutsou A. y cols., 2005; Aono R. y cols., 

1998; Jair K. y cols, 1995; Jair K. y cols., 1996, Bennik M. y cols., 2000) 

La actividad de la β-galactosidasa a su vez se incrementó marcadamente en 

LmfE7 y CazE11 ante la presencia del salicilato 5 mM, resultado que indica que la 

posible sobre-expresión de MarA o incluso SoxS en respuesta al salicilato (Randall 

LP. & Woodward MJ., 2002). 

Por su parte, el mutante CazE7 presentó el mayor nivel basal de expresión de 

micF, resultado que se también se relaciona con el hecho de que es el único 

mutante carente de OmpF, sugiriendo un mayor nivel basal de represión de ompF 

por medio de micF, quizás debido a la presencia de varias mutaciones simultáneas 

que puedan estar incidiendo en el nivel de expresión de micF. Así Aiba H. y cols., 

1987 describieron la estrecha asociación existente entre el nivel de expresión de 

micF y el nivel de represión de ompF, de manera que bajos niveles de micF se 

correspondían con una baja o nula represión de ompF y asimismo, altos niveles de 

micF se asociaban a una alta represión de ompF. 

Ante la inducción con salicilato 5 mM el menor aumento en la expresión de 

micF se observó CazE7, este mutante difirió en 1,5 veces de la actividad β-

galactosidasa observada en LmfE7 y CazE11, quizás debido al ya muy alto nivel de 

expresión basal de micF en CazE7 o bien a la acción de mecanismos de auto-

regulación directa o indirecta del nivel de micF por la propia proteína ompF.   

Además de micF, el nivel de expresión de la porina F fluctúa en respuesta a 

cambios ambientales como la temperatura y la osmolaridad del medio. Los niveles 

de expresión de OmpF son máximos a baja temperatura y baja osmolaridad (Cohen 

S., 1988). En este trabajo hicimos crecer la cepa CazE7 carente de OmpF en Medio 

Antibiótico Nº 3 (dicho medio aporta 0,35% de cloruro de sodio) suplementado con 

1% de cloruro de sodio, y al analizar el perfil electroforético de las proteínas de 

membrana externa observamos que dicha cepa incrementaba el nivel de expresión 

de OmpF en presencia de una concentración de NaCl mayor al 1% en comparación 

con la misma cepa crecida en una concentración de NaCl menor al  1%, a la par 

que no mostraba variación en la expresión de OmpC. Como se mencionó 

anteriormente los niveles de OmpF además pueden verse reducidos ante la 

hiperexpresión de alguno de los activadores transcripcionales MarA, Rob y SoxS 

debido a que incrementan la transcripción de micF. En este sentido, Asako H. y 

cols. en 1999, analizaron la síntesis de OmpF ante la sobre-expresión de dichos 
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activadores transcripcionales en un medio de alta salinidad u osmolaridad (1% de 

cloruro de sodio), observando que la represión sobre la expresión de OmpF ejercida 

por MarA era independiente de la salinidad del medio, que SoxS reprime 

marcadamente la expresión de esta porina en presencia de cloruro de sodio y que la 

represión de OmpF por Rob es alta en ausencia de cloruro de sodio.  

Es probable el activador transcripcional Rob esté involucrado en el desarrollo 

de multirresistencia en CazE7, de manera que un medio con alta salinidad (1,35% 

de cloruro de sodio) condiciona un incremento en la síntesis de la porina F y no una 

disminución como cabría esperar si tenemos en cuenta la regulación que ejerce 

EnvZ/OmpR en función de la osmolaridad del medio sobre la expresión de OmpF y 

OmpC (Asako H. y cols. en 1999). En condiciones de alta osmolaridad 

EnvZ/OmpR reprime la expresión de ompF e incrementa la de ompC (Nikaido H., 

2003; Srividhya KV. & Krishnaswamy S., 2004). 

Por lo que el sistema EnvZ/OmpR no parece tener un papel decisivo 

determinando el nivel de expresión de OmpF en las cepas mutantes seleccionadas 

con antimicrobianos, resultado que resulta coincidente con lo observado en los 

ensayos de transducción. En dichos ensayos medimos la actividad beta-

galactosidasa en las cepas controles y encontramos que en presencia del salicilato 5 

mM, los niveles de OmpC permanecieron sin alteraciones tanto en el perfil proteico 

de membrana como en la medida de la actividad β-galactosidasa de su fusión 

transcripcional. Estos resultados demuestran que el mecanismo OmpR/EnvZ no 

está involucrado en la respuesta al tratamiento con Salicilato 5 mM, dado que  

OmpR/EnvZ controla recíprocamente los niveles de ambas porinas en respuesta a 

cambios en la osmolaridad del medio (Mizuno T. & S. Mizushima, 1990) y 

coincidiendo con los resultados de Ramani N. & Boakye K., 2001. 

La actividad β-galactosidasa en la cepa MH513 (fusión transcripcional 

ompF::lacZ) no varió ante la presencia de salicilato 5 mM mientras que con la cepa 

MH610 (fusión traduccional ompF::lacZ) se observó una marcada disminución en 

la expresión de ompF ante la presencia del inductor.  

Estos resultados confirman que la regulación de micF sobre la expresión de la 

porina F en presencia de salicilato 5 mM es a nivel post-transcripcional o 

traduccional. 
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Papel de la Expulsión o Eflujo Activo de Antimicrobianos en el fenotipo de 

Multirresistencia 

Los tres mutantes seleccionados en este estudio incrementaron su resistencia 

a quinolonas, β-lactámicos, tetraciclina y cloranfenicol, y a pesar de ello sólo no 

expresó la porina F en su membrana, por lo que es apropiado pensar en la 

expresión simultánea de otros mecanismos de resistencia en estos mutantes, éste 

podría ser el caso de los sistemas de expulsión de drogas, que podrían contribuir a 

explicar los valores de CMI hallados. 

 Los transportadores transmembrana protón-dependientes suelen expeler al 

exterior de la célula sustancias que resultan nocivas para ella, expulsando 

antimicrobianos como cloranfenicol, rifampicina, acriflavina, fluoroquinolonas, 

ácido nalidíxico, tetraciclina (Koronakis V. y cols., 2004), β-lactámicos como la 

cefalotina que ha sido descrita como sustrato del sistema de AcrAB en E. coli  (Ma 

D. y cols 1993; Ma D. y cols., 1995; Okusu H. y cols, 1996), y diferentes 

cefalosporinas identificadas como sustratos de bombas de expulsión activa en 

diferentes bacterias gram negativas (Nikaido H., 1996; Paulsen IT.  y cols., 1996).  

• Papel de la expulsión o eflujo activo en la resistencia a quinolonas  

Si comparamos las CMIs de las quinolonas ensayadas sobre la única mutante 

seleccionada con quinolonas (LmfE7), podemos observar que el mayor valor de 

CMI fue para el ácido nalidíxico (quinolona no fluorada) (CMI: 2.056), mientras 

que para quinolonas monofluoradas (norfloxacina) o bifluoradas (lomefloxacina) 

(Chu DT. y cols., 1989) y por ende de carácter más hidrofílico, las CMIs halladas 

fueron de 2 y 16 respectivamente. Es decir que norfloxacina y lomefloxacina tienen 

mayor poder inhibitorio que el ácido nalidíxico sobre la ADN girasa de la cepa 

LmfE7, que al igual que su cepa origen PS7 ya que presentaba la sustitución serina 

por leucina en la posición 83 en GyrA (Tavío MM., y cols., 1999). Sin embargo, a 

pesar de tener la misma mutación en gyrA, el mutante LmfE7 fue 64 veces más 

resistente a ácido nalidíxico, 16 veces más resistente a norfloxacina y 32 veces más 

resistente a lomefloxacina que la cepa origen PS7. En el estudio ya publicado, tanto 

PS7 como LmfE7 mostraron un notable eflujo activo de norfloxacina.  

Para poner de manifiesto la sobre-expresión de estos sistemas de eflujo, 

procedimos a la valoración de la susceptibilidad a antimicrobianos en presencia de 
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50 μM de CCCP (inhibidor de los sistemas protón dependientes) observando que 

este compuesto producía disminución de las CMIs de todos los antimicrobianos 

ensayados, hallando un aumento en la sensibilidad de 4 veces a ácido nalidíxico y  

norfloxacina y de 2 a 4 veces a lomefloxacina. Por su parte, las cepas origen PS7 y 

PS11 disminuyeron la sensibilidad 2 veces a ácido nalidíxico y a norfloxacina en 

presencia del CCCP. Sin embargo la sensibilidad a lomefloxacina en las cepas 

origen no se vio alterada en presencia de CCCP. 

El efecto del CCCP fue de 2 a 4 veces superior en los mutantes seleccionados 

que en las cepas origen y si bien PS7 y LmfE7 poseen la misma mutación, el efecto 

del CCCP fue dos veces superior en dicho mutante. 

Los resultados obtenidos en la sensibilidad antibiótica ante la presencia de 

CCCP son comparables a los que Mazzariol A. y cols., 2002 obtuvieron al 

comparar la CMI a ciprofloxacina en presencia y ausencia del inhibidor de sistemas 

de eflujo protón dependiente MC-207,110, en cepas de E. coli resistentes a 

fluoroquinolonas. En esa descripción, en cepas que sobre-expresaban acrA la CMI 

a ciprofloxacina disminuía de 2 a 4 veces en presencia del inhibidor MC-207,110.  

Como se describió en los antecedentes de esta tesis, AcrA es la proteína de 

fusión necesaria en el sistema de eflujo activo AcrAB, en la que AcrB es la bomba 

propiamente dicha (Sulavik M. y cols., 2001, Levy SB., 2002; Nikaido H. & 

Zgurskaya HI., 2001).Su expresión es controlada por el operón acrAB cuyo 

regulador represor es AcrR (Ma D. y cols., 1996; Ma D. y cols., 1994). La función 

de AcrR es la de regular negativamente su transcripción y la de acrAB y así 

prevenir la excesiva producción de AcrAB que resultaría nociva para la bacteria 

(Grnovic S. y cols., 2002). Cuando se inestabiliza o inactiva AcrR se produce un 

incremento conjunto en la transcripción de acrA y acrB (Wang Hui y cols., 2001;    

Gerken H. & Rajeev M., 2004; Mikolosko J. y cols., 2006). 

 En el caso de los mutantes estudiados se demostró la mayor expresión de 

acrB respecto de las cepas origen PS7 y PS11. Así, mientras PS7 y PS11 mostraron 

un nivel de acrB similar al de la cepa sensible AG100, los mutantes LmfE7 y 

CazE7 mostraron un nivel de expresión de 2,9 y 3 veces superior a su origen e 

incluso algo superior al nivel observado en la cepa AG100 inducida con 5 mM de 

salicilato o con 200 μM de paraquat. El incremento de expresión observado en los 

mutantes derivados de la cepa PS7 coincidió con el descrito en un mutante acrR 
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derivado de la cepa AG100 por Schneiders T. y cols., 2003. Por su parte, el mutante 

CazE11 mostró un nivel de expresión de acrB de 2 veces el de PS11. 

 

La resistencia a quinolonas es un problema clínicamente importante, el 

incremento en la resistencia puede ocurrir por diferentes mecanismos, como 

mutaciones que conducen a incrementar el eflujo activo (Giraud y cols., 2000; 

Hooper, 2000; Oethinger y cols., 2000). De los muchos transportadores 

caracterizados en E. coli, sólo AcrAB AcrEF, MdfA y YdhE han mostrado 

expulsar quinolonas como ácido nalidíxico, norfloxacina, ciprofloxacina (Rahmati 

S., 2002; Jellen-Ritter A.S & Kern W.V.; 2001; Tikhonova E.B. y Zgurskaya H.I.; 

2004; Shirley Y.,2003). Asimismo cabe mencionar que AcrD, por sí sólo, confiere 

resistencia a los aminoglucósidos (amikacina, gentamicina, neomicina, kanamicina, 

tobramicina) que son drogas hidrofílicas, pero cuando forma  parte de una sistema 

multicomponente, puede expulsar ácido nalidíxico y norfloxacina (Sulavik M. y 

cols., 2001; Masi M. & Pradel E., 2003;  Elkins CA. & Nikaido H., 2002). Dentro 

de todos los sistemas mencionados el sistema de eflujo AcrAB-TolC es el sistema 

de eflujo más frecuentemente identificado en E. coli (Nikaido H., 2001) y es de 

expresión constitutiva en dichas cepas. 

AcrD y AcrEF no se expresan o se expresan en bajo nivel en cepas salvajes 

de E. coli pero sí se han identificado en mutantes que expresan el fenotipo de 

múltiple resistencia a antimicrobianos (Nikaido H., 1996; Ayush Kumar, 2005). 

Los otros sistemas no han mostrado conferir hasta el momento cambios en la 

susceptibilidad a antimicrobianos en cepas salvajes de E. coli, sugiriendo que no 

juegan un papel significativo en la resistencia a antimicrobianos. 
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• Papel de la expulsión o eflujo activo en la resistencia a β-

lactámicos 

Asimismo cabe mencionar que LmfE7 al igual que CazE7 y CazE11 además 

de incrementar la resistencia a quinolonas, mostraron un incremento marcado en la 

β-lactámicos. 

 Los β-lactámicos son también sustratos de diferentes sistemas de eflujo 

activos como AcrAB, AcrEF y AcrD en E. coli (Nishino K. y cols, 2003) por lo que 

alguno que éstos podrían contribuir a la elevada resistencia a este tipo de 

antimicrobianos observada en los mutantes. Para poner en evidencia estos posibles 

sistemas protón dependientes, valoramos de la susceptibilidad a antimicrobianos en 

presencia de 50 μM de CCCP (inhibidor de los sistemas protón dependientes),  

observando una clara disminución de las CMIs de todos los antimicrobianos 

ensayados, hallando un aumento en la sensibilidad de 2 veces a cefpirome, 4 veces 

a cefoxitina, cefotaxima, de 2 a 4 veces a cefalotina, ceftazidima, aztreonam, de 2 a 

8 veces a imipemen, demostrando en estas cepas mutantes  la presencia de sistemas 

de eflujo protón dependientes.  

También debemos valorar el carácter hidrofílico/ hidrofóbico de los 

antimicrobianos ensayados, puesto que diferentes autores citan que la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) de antibióticos β-lactámicos se ve afectada 

cuando se sobre-expresa el principal sistema de eflujo AcrAB, pero de forma 

diferente dependiendo de la mayor o menor hidrofobicidad de la molécula de 

antimicrobiano, de manera que se verían más afectados aquellos que poseían 

sustituyentes más lipofílicos, que serían sustrato preferente de estas bombas 

(Nikaido H. y cols., 1998; Elkins C. y cols., 2002; Nishino K. y cols.,2003). Así, 

cefalotina y la cefoxitina tienen el mismo coeficiente de partición, pero podemos 

observar que ante la presencia de CCCP el mayor efecto ocurrió sobre la CMI de 

cefoxitina (disminución de 4 veces en todas las mutantes seleccionadas). Por otra 

parte, si bien ambas cefalosporinas tienen un carácter más hidrofóbico que la 

cefotaxima se apreció la misma disminución (4 veces) en la CMI de cefotaxima en 

presencia de CCCP.  Coincidiendo con estos resultados, la sobre-expresión de acrB 

en los mutantes respecto de las cepas origen avala la hipótesis de que el incremento 

de resistencia a cefoxitina y cefalotina observado en los tres mutantes se pudo 

deber fundamentalmente a la sobre-expresión del sistema de eflujo AcrAB, unido a 
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la disminución en LmfE7 y CazE11 y la pérdida en CazE7 de la porina F. Aunque 

la participación de otros sistemas de eflujo activo no se descartan. Si bien ambos 

cambios no son suficientes para explicar el importante aumento de la resistencia a 

ceftazidima, cefpirome o aztreonam observado en los mutantes, tal como 

describieron Mazzariol A. y cols., 2000 la inactivación de acrAB no afecta a la CMI 

de ceftazidima o cefpirome. En este sentido, la CMI de ceftazidima y cefpirome 

disminuyó sólo 2 veces ante la presencia de CCCP en CazE7 y LmfE7, aunque sin 

readquirir el nivel de susceptibilidad de la cepa origen PS7 a pesar de la presencia 

de la porina F en la cepa LmfE7. Si bien el uso del CCCP puso en evidencia la 

presencia de sistemas de eflujo protón dependientes operando en la resistencia 

adquirida a ceftazidima y cefpirome, aunque sin ser suficiente para explicar 

plenamente la elevada resistencia a ceftazidima (64-128 veces) y cefpirome (4-32) 

obtenida en estas mutantes.  

Cabe mencionar que si bien AcrAB y AcrEF son los sistemas de bombeo más 

importantes en E. coli desde el punto de vista de la resistencia a antimicrobianos, 

recientemente se ha visto que AcrD también es capaz de expulsar un amplio 

número de sustratos. Nishino K. y cols., 2003 observaron que la sobre-expresión de 

acrD produce un incremento en la resistencia de 32 veces a oxacilina, 16 veces a 

cloxacilina,  32 veces a nafcilina,  2 a veces cefamandole, 16 veces a carbenicilina, 

32 veces a sulbenicilina y de 8 veces a aztreonam. En este estudio de tesis, la 

resistencia a aztreonam en los mutantes seleccionados se incrementó de 4 a 8 veces 

en comparación con las cepas origen, por lo que no es descartable que la sobre-

expresión de AcrD esté presente en los mutantes estudiados.  

Debido al incremento en la sensibilidad antimicrobiana por efecto del CCCP 

podemos intuir que los sistemas de eflujo activo protón dependientes están de 

alguna manera implicados en la resistencia a los antimicrobianos observada en 

estas cepas mutantes caracterizadas. Sin embargo, no podemos descartar la 

presencia de otro tipo de bombas de expulsión activa no protón dependientes que 

pudieran estar contribuyendo al incremento en la resistencia a los antimicrobianos, 

como el sistema  MacAB (ABC dependientes de ATP) en E. coli. Este sistema se 

acopla a TolC y confiere resistencia a macrólidos (Kobaysshi N. y cols., 2001). Si 

bien en este estudio no hemos estudiado el perfil de resistencia a macrólidos 

(eritromicina, claritromicina, azitromicina), se ha citado que MacAB al igual que 
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otros sistemas protón dependientes EmrAB, EmrKY, MdfA, EmrE y MdtK no 

confieren, hasta el momento, resistencia a β-lactámicos en cepas de E. coli (Nishino 

K. y cols, 2003) a diferencia de lo que ocurre en las cepas mutantes seleccionadas 

en este estudio. 
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• Papel del eflujo activo en la resistencia a cloranfenicol y 

tetraciclina 

Asimismo los mutantes LmfE7, CazE7 y CazE11 incrementaron la 

resistencia a cloranfenicol y tetraciclina. Ambos antimicrobianos son sustratos del 

sistema de eflujo AcrAB-TolC en cepas de E. coli (Hiroshi N., 1996; Elkins C., 

2007), que como hemos demostrado resultó hiperexpresado en los tres mutantes. 

Mediante la valoración de la susceptibilidad a antimicrobianos en presencia 

de 50 μM de CCCP observamos una disminución de 4 veces en las CMIs a 

cloranfenicol y de 4 a 16 veces en las CMIs de tetraciclina en los mutantes 

estudiados, mientras que en las cepas origen el CCCP sólo consiguió disminuir en 

2 veces las CMIs de dichos antimicrobianos.  

El mayor efecto del CCCP fue sobre la CMI de tetraciclina. Como 

mencionamos anteriormente las mutantes seleccionadas resultaron ser 2 veces más 

resistentes a tetraciclina que la cepa origen, hallazgo que fue independiente de la 

pérdida de OmpF puesto que CazE7 muestra el mismo valor de resistencia que 

LmfE7 y CazE11, sin embargo ante la presencia del CCCP la CMI de tetraciclina 

disminuyó de 4 a 16 veces.  Elkins C. y cols., 2002 observaron que la sobre-

expresión de acrB en cepas de E. coli con fenotipo mar, producía incrementos de 

16 veces en la resistencia a tetraciclina y 4 veces a cloranfenicol, lo que explica el 

mayor efecto del CCCP en la CMI de tetraciclina en los mutantes desarrollados en 

esta tesis coincidiendo con la sobre-expresión de acrB en tales mutantes. 
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• Posibles reguladores responsables de la sobre-expresión de 

sistemas de eflujo en los mutantes seleccionados 

Las condiciones ambientales están involucradas en la regulación de la 

expresión de los sistemas activos de eflujo (Kumar A., 2005). Durante la selección 

de mutantes con ceftazidima y lomefloxacina se pudieron producir mutaciones en 

los operones marRAB/soxRS o rob que condujeron a la sobre expresión de MarA, 

SoxS, Rob. Estas proteínas regulatorias activan la trascripción de acrAB, tolC y 

micF y resultan en un incremento en la resistencia a antimicrobianos, debido a una 

disminución en la expresión de OmpF y a un incremento en el eflujo activo 

(Koutsolioutsou A. y cols., 2005; Aono R. y cols., 1998; Jair K. y cols., 1996; Ariza 

R. y cols, 1995). Asimismo la sobre-expresión de otro regulador, SdiA, conduce a 

un aumento en la expresión de AcrA, AcrB, AcrE, AcrF, AcrD y TolC (Rahmati S. 

y cols., 2002; Wei Y. y cols., 2001). Estas proteínas regulatorias activan 

independientemente un grupo común de promotores vinculados en la múltiple 

resistencia a antimicrobianos (Martin R. y cols., 1999). 

Los niveles de resistencia en los mutantes se elevaron a niveles muy 

superiores a los de las cepas origen no justificables por la pérdida de OmpF debido 

a que sólo una de ellas (CazE7) no expresó dicha porina en la membrana. 

Asimismo observamos un mayor efecto del CCCP sobre los mutantes que sobre las 

cepas origen. Por lo que suponemos que el aumento de  la resistencia a quinolonas, 

β-lactámicos, tetraciclina y cloranfenicol es en parte debido a la sobre-expresión de 

alguno de los sistemas protón dependientes. 

En definitiva, se puede concluir que alguna o varias de las proteínas 

regulatorias antes mencionadas podrían estar sobre-expresadas en los mutantes 

seleccionados con ceftazimida y lomefloxacina y debido a ello se producen 

incrementos en la expresión de sistemas de eflujo activo que favorecen el 

desarrollo de altos niveles resistencia a diversos antimicrobianos.  
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Tolerancia al Ciclohexano y Expresión de TolC en los Mutantes 

En diversas investigaciones se han podido seleccionar bacterias resistentes a 

solventes orgánicos a partir de poblaciones sensibles a ellos, sugiriendo que las 

bacterias son capaces de adaptarse de alguna manera a la presencia de estos 

solventes en el medio (Weber y cols., 1993).  

Diferentes genes están involucrados en la tolerancia a los solventes 

orgánicos. En estudios anteriores mutantes de E. coli que expresaban fenotipo de 

múltiple  resistencia a antimicrobianos y sobre-expresan marA (AG102) mostraron 

ser más tolerantes que la cepa origen AG100 (White D. y cols., 1997).  

La sobre-expresión de marA, soxS y rob en E. coli incrementa la tolerancia al 

ciclohexano (White D. y cols., 1997) y ésto es debido al incremento que inducen en 

la expresión de TolC. Los solventes orgánicos son sustratos de sistemas de eflujo 

activo TolC dependientes (White D. y cols, 1997; Oethinger M. y cols., 1998,  

Randall L., 2002; Aono R. y cols., 1998). En este sentido procedimos a valorar el 

incremento en la tolerancia al ciclohexano (técnica en medio líquido) en los 

mutantes seleccionados con antibióticos, encontrando que todos ellos presentaban 

una mayor tolerancia a dicho solvente que las respectivas cepas origen y que la 

cepa control AG100.  

El incremento de tolerancia observado en los mutantes tras la adición de un 

10% de ciclohexano al medio de cultivo fue de 1,7 a 2,1 veces superior al de las 

respectivas cepas origen. Estos resultados se relacionan con los obtenidos por 

Asako y cols., 1997 utilizando el mismo método, en dicho estudio se observaron 

incrementos de 2,1 a 2,6 veces en mutantes de E. coli que sobre-expresaban MarA. 

Cabe mencionar que a diferencia del método en médico sólido, una técnica 

cualitativa que evidencia o no el crecimiento ante la presencia de dicho solvente 

(White D. y cols., 1997; Oethinger M. y cols., 1998; Tsukagoshi N. & Aono R., 

2000), la técnica en medio líquido utilizada en esta tesis nos permitió cuantificar el 

incremento de tolerancia. 

Evidentemente y como se describe la bibliografía la pérdida de la porina F no 

está involucrada en la tolerancia al ciclohexano (Randall L., 2002), este dato se 

correlaciona con los resultados de este trabajo de tesis, al encontrar que la cepa 

CazE7, que carece de la porina F, incrementó la tolerancia al ciclohexano de forma 

similar a la observada en los otros dos mutantes estudiados. 
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El incremento en la tolerancia al ciclohexano observado en los mutantes 

estudiados (LmfE7, CazE7, CazE11) coincidió con la múltiple resistencia 

observada en el perfil de susceptibilidad a antimicrobianos (β-lactámicos, 

cloranfenicol, norfloxacina, ácido nalidíxico, tetraciclina), con la disminución de 

dichas CMIs ante la presencia de CCCP (inhibidor de sistemas de eflujo protón 

dependientes) y con la sobre-expresión de acrB. 

En E. coli se han caracterizado 5 sistemas RND: AcrAB, AcrEF, AcrD, 

MdtEF, MdtABC que necesitan de TolC para sus funciones, como así también los 

dos sistemas MFS: EmrAB, EmrKY y un sistema de eflujo de la familia ABC 

(ATP dependiente): MacAB (Michán C. y cols., 2003). MacAB confiere resistencia 

a macrólidos  

EmrAB/TolC expulsa al exterior preferentemente cationes lipofílicos, ácido 

nalidíxico y CCCP (Putman M. y cols., 2000). El sistema MdtABC es responsable 

de la resistencia a desoxicolato, sales biliares y novobiocina aunque recientemente 

se lo ha asociado a resistencias de bajo nivel a norfloxacina (Bohnert Jürgen A. y 

cols., 2006) y a resistencias a ciertos β-lactámicos como Oxacilina, nafcilina, 

carbenicilina sulbenicilina, cloxacilina, no así a aztreonam (Hirakawa H. y cols 

2006; Nishino K. y cols. 2003). El espectro de resistencia a β-lactámicos obtenido 

por AcrD es similar al de MdtABC (a excepción del aztreonam), teniendo similitud 

en la especificidad por sustratos como novobiocina, desoxicolato, y SDS 

(Hirakawa H. y cols 2006; Nishino K. y cols. 2003). La implicación de otros 

sistemas como EmrKY en la resistencia a antibióticos debe de ser aún demostrada 

(Putman M. y cols., 2000). Asimismo se ha citado que los sistemas EmrAB, 

EmrKY, MdfA, EmrE y MdtK al igual que MacAB (ATP dependiente) no han 

mostrado conferir resistencia a β-lactámicos hasta el momento (Nishino K. y cols., 

2003). 

Por su parte, los sistemas de eflujo activo AcrAB/AcrEF (RND) expelen al 

exterior acriflavina, sales biliares, β-lactámicos, cloranfenicol, cristal violeta, 

ciprofloxacina, fluoroquinolonas, ácido nalidíxico, tetraciclina (Koronakis V. y 

cols., 2004).   

Por la especificad de sustrato y el incremento observado en las CMIs de β-

lactámicos, cloranfenicol, norfloxacina, ácido nalidíxico y tetraciclina, es posible 

que además del sistema de eflujo activo AcrAB-TolC, pudiera estar implicado 

también AcrEF-TolC en los fenotipos de multirresistencia presentes en los 
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mutantes CazE7, LmfE7 y CazE11. Sin embargo no podemos descartar la 

presencia simultánea y adicional de otros sistemas de eflujo activo TolC 

dependientes en estas cepas mutantes. Bohnert Jürgen A. y cols., 2006). 

Ésto se correlacionó con los resultados obtenidos posteriormente al analizar 

el perfil de proteínas de membrana externa, donde observamos el incremento en la 

expresión de una banda en torno a los 53 kDa., que se corresponde con la que Aono 

y cols., 1998 con la misma metodología identificaron como TolC. Esta banda no se 

expresa en las cepas origen ni en la cepa sensible AG100 usada como control. 

 338

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



Otros Mecanismos de Resistencia a Antibióticos β-lactámicos 

Involucrados 

Sin embargo algún otro mecanismo de resistencia, además de los sistemas de 

eflujo activo y la pérdida de OmpF en CazE7, deberían estar presente para 

justificar el marcado incremento en los β-lactámicos ceftazidima (64-128), 

aztreonam (4-8) y cefpirome (4-32), no plenamente explicados por el eflujo activo 

y/o la pérdida de OmpF. Estos incrementos fueron superiores a los observados en 

la CMIs de los otros β-lactámicos (cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, imipenem) 

cuyo incremento fue sólo de 2-4 veces. 

Jaffé A. y cols. en 1983 seleccionaron mutantes de E. coli con diferentes β-

lactámicos, observando que cuando el agente selectivo era cefaloridina dicha cepa 

mutante (carente de OmpC y OmpF) disminuía la sensibilidad de 2 a 16 veces a los 

β-lactámicos ensayados (2 veces a ampicilina, carbenicilina, cefotaxima y 

aztreonam, 8 veces a cefoxitina y cefaloridina y 16 veces a moxalactam), mientras 

que en la selección con aztreonam la mutante carente de OmpF resultó ser de 2 a 4 

veces más resistente (2 veces a ampicilina, carbenicilina, cefotaxima y aztreonam y 

4 veces a cefoxitina). En la selección con cefotaxima (mutación no caracterizada en 

esta tesis) descrita por estos autores las CMIs de ampicilina, carbenicilina, 

cefotaxima y aztreonam se incrementaron 4 veces a y 8 veces para cefoxitina. Otros 

trabajos también muestran que la pérdida de OmpF contribuye a incrementar 2 

veces la resistencia a cefalotina en cepas de E. coli (Tavío MM. y cols, 1999),  al 

igual que lo observado con la cepa AG112 (mutante marR carente de OmpF) que 

mostró ser 2 veces más resistente a cefalotina y 8 veces a cefoxitina que la cepa 

sensible AG100 (Tavío MM. y cols, 2004).  

Por su parte, Nikaido H, 1998 observó que la inactivación de acrAB en E. 

coli, conduce a incrementar de 2 a 4 veces la sensibilidad para ampicilina y 

benzilpenicilina. Resultados similares a los citados por Mazzariol A. y cols., 2000, 

quien observó que al inactivar acrAB en cepas mutantes de E. coli disminuían las 

CMIs de ampicilina, penicilina G y cefaloridina en un factor de 2 y en un factor de 

4 las CMIs de carbenicilina y cefoxitina. Mientras que las CMIs de cefsulodin, 

ceftriaxona, cefmetazole, cefazolina, cefepime, ceftazidima, cefpirome e imipenem 

no variaron en  comparación con las de la cepa origen. Como podemos observar y 

al igual que lo citado en la bibliografía, la pérdida de la OmpF no implicó 

diferencia en las CMIs a ceftazidima entre CazE7 y LmfE7, y sólo el doble para 
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aztreonam y cefpirome. Asimismo el incremento en el eflujo activo tampoco puede 

justificar por si solo dichos incrementos. 

Además de los mecanismos antes mencionados (pérdida de OmpF y sistemas 

de eflujo), la resistencia a los β-lactámicos puede ocurrir por degradación 

enzimática (enzimas β-lactamasas) y alteraciones del sitio blanco (PBP) (Tenover, 

F.C., 2006; Owe Källman y cols., 2003). Por lo que procedimos a valorar la 

actividad hidrolítica β-lactamasa sobre bencilpenicilina y cefaloridina en los 

extractos crudos de las cepas mutantes y de las cepas origen. Los mutantes no 

mostraron incrementos significativos de actividad enzimática en comparación con 

las cepas origen, y las cepas LmfE7 y CazE11 mostraron un bajo nivel de actividad 

hidrolítica de beta-lactamasas, insuficiente para explicar el notable incremento de 

resistencia a ceftazidima, cefpirome o aztreonam, a tenor de lo descrito en trabajos 

previos (Jacoby G.A., y L. Sutton, 1985). Incluso en CazE7 no se detectó actividad 

hidrolítica sobre los sustratos utilizados. Por lo que la actividad β-lactamasa no 

sería un mecanismo que contribuya a la elevada resistencia a β-lactámicos 

observada en los mutantes.  

De esta manera que sólo nos quedaba analizar la presencia de posibles 

alteraciones en las proteínas de unión a penicilina, sitios blancos de los antibióticos 

β-lactámicos. 

Como mencionamos anteriormente los mutantes seleccionados resultaron ser 

muy resistentes a ceftazidima, cefpirome y a aztreonam (antimicrobianos que 

inhiben preferentemente PBP3) e incrementaron aunque de menor manera la 

resistencia a los otros β-lactámicos como imipenem que posee afinidad por PBP2. 

Por lo que no sería descartable la presencia de cambios en la expresión de tales 

PBP.  

 PBP3 (FtsI) actúa durante la septación, catalizando uniones cruzadas entre 

los péptidos del septo de peptidoglicano de la pared durante la división celular  

(Piette A. y cols., 2004) y a pesar de su papel en la septación, hasta el momento la 

hiperexpresión de PBP3 no se asocia con cambios en la morfología de las células 

bacterianas (Broome-Smith JR., 1985; Piette A., 2004). Lo que nos condujo a 

estudiar el perfil electroforético de proteínas de unión a penicilinas en estas cepas 

mutantes. En el perfil de proteínas de membrana interna de estas cepas utilizando 

dos métodos de detección diferentes, Tinción Imperial de Azul de Coomassie y 

Bocillina fluorescente/luz ultravioleta. Con la separación de extractos crudos de 
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proteína de membrana interna en geles de poliacrilamida al 12,5 %, observamos un 

incremento en la expresión de una banda en torno a los 60 kDa. que podría 

corresponderse a PBP3 (Liao X. y cols., 1995; Liao X. y cols., 1997). Curtis N., 

1979 también estableció que la PBP3 tenía un peso molecular aparente de 60 kDa 

en 12.5% SDS-PAGE. Asimismo, utilizando la misma técnica descrita por Genshi 

Zhao y cols. 1999 se detectó el incremento de una banda que por su movilidad 

electroforética podría corresponderse a la que ellos caracterizaron como PBP3. Esta 

banda no se expresaba en las cepas origen ni en la cepa sensible AG100 usada 

como control.  

De esta manera podemos suponer que el incremento en la expresión de PBP3 

en los mutantes seleccionados con antibióticos, es uno de los mecanismos 

implicados en la resistencia a ceftazidima, aztreonam y cefpirome sin por ello 

afectar la morfología bacteriana. La sobre-expresión de PBP3, aunque ha sido 

descrito, no suele identificarse como mecanismo muy difundido entre bacterias 

gram negativas, por lo que habría que analizar que posibles reguladores podrían 

estar condicionando dicho cambio. Además, si bien las mutaciones en PBP3 se han 

vinculado a la aparición de formas alargadas en las células bacterianas 

(Georgopapadakou NH. 1993), sin embargo la hiperexpresión de PBP3 no se ha 

asociado a cambios morfológicos detectables en microscopía óptica (Broome-Smith 

J.R., 1985; Piette A., 2004). Pues bien, los mutantes desarrollados mostraron una 

longitud menor que las respectivas cepas origen, ésto es, en el examen 

microscópico se presentaban como bacilos algo más cortos que las cepas origen, 

recordando a la descripción previa de cepas de E. coli en las que la sobre-expresión 

del regulador transcripcional sdiA daba lugar a bacilos más cortos a la par que a un 

incremento de la resistencia a mitomicina C. Este podría ser el caso de los mutantes 

que caracterizamos en esta tesis, en los que la disminución de susceptibilidad a la 

mitomicina C no fue revertida por la presencia de CCCP, puesto que tal resistencia 

no derivaría de la activación de sistemas de eflujo protón dependientes sino 

directamente de la regulación transcripcional ejercida por sdiA tal como han 

descrito Wei Y. y cols., 2001. 

La mitomicina C es una antitumoral aislado de cultivos de Streptomyces, y 

usada en quimioterapia. Este compuesto se intercala en el ADN formando un 

aducto y dispara la respuesta SOS. La resistencia a mitomicina (que no ha sido 

empleada para la selección de mutantes) es causada por la sobre-expresión de 

 341

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



alguno de los 4 genes de E. coli genes (mdfA, gyrl, rob, y sdiA). mdfA codifica una 

bomba de eflujo activo cuya sobre-expresión es responsable de resistencia a 

múltiples drogas, el producto del gen gyrI (también llamado sbmC) inhibe in vitro 

la actividad de la ADN, rob es un activador transcripcional de sistemas de eflujo 

activo entre ellos el AcrAB y sdiA es un activador transcripcional de los genes 

implicados en la división celular ftsQAZ. SdiA también activa la expresión de otros 

genes como uvrY y uvrC (protección ultra violeta), acrA, acrB, acrD, acrE, y acrF 

cuyos productos son responsables del eflujo activo de diferentes antimicrobianos. 

AcrAB interacciona con TolC para formar un eficiente sistema de eflujo activo 

(Wei Y. y cols., 2001). 

Los mutantes seleccionados con antimicrobianos en este trabajo de tesis  

resultaron ser 2 veces más resistentes a la mitomicina C (4 μg) que las cepas origen 

PS7 y PS11, por lo que en estas cepas pueden estar sobre-expresado alguno de 

estos 4 genes : mdfA, gyrl, rob, y sdiA.  

Al igual que lo planteado anteriormente podemos suponer que en las cepas 

seleccionadas además de los otros activadores transcripcionales conocidos (MarA, 

SoxS, Rob) se podría sobre-expresar conjuntamente SdiA, cuya función conocida 

es la de activar la trascripción de los genes vinculados en la división celular ftsQAZ 

(ddlB, ftsQ, ftsA, y ftsZ) ( Wei Y. y cols., 2001) y quizás la sobre-expresión de SdiA 

pudiera favorecer la expresión de ftsI o pbp3 y por ello estas cepas sobre-expresan 

la PBP3 como mecanismo complementario que sumado a la disminución de la 

permeabilidad en la membrana externa y al incremento en el eflujo activo 

explicaría el alto nivel de resistencia a ceftazidima, cefpirome y aztreonam en las 

mutantes. 
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Selección de mutantes multirresistentes a partir de fármacos no 

antibióticos: Diazepam y Salicilato sódico 
Trabajos previos han descrito que la inducción de múltiple resistencia a 

antimicrobianos por diferentes agentes terapéuticos tiene como consecuencia una 

disminución de la expresión de porina F y un incremento en el eflujo activo, uno de 

los agentes caracterizado por Tavío MM. y cols., 2004 fue el diazepam.  

Hasta el momento sólo se han descrito mutantes multirresistentes 

seleccionados con antimicrobianos (Cohen SP. y cols., 1989; Tavío MM. y cols., 

1999; Oethinger M. y cols., 2000; Ruiz J. y cols., 2001; Mazzariol A. y cols., 2002; 

Olofsson S. y cols 2006).  

En la selección con diazepam las frecuencias de selección oscilaron en el 

orden de 10-7 para el primer escalón selectivo y 10-8-10-7 el segundo, tercer y cuarto 

escalón selectivo. En la selección con salicilato las frecuencias obtenidas fueron de 

10-7 para el primer escalón selectivo, 10-8 para el segundo y tercer escalón 

selectivo, y de 10-9 para el cuarto escalón selectivo. Dichas frecuencias son 

similares a las obtenidas con ceftazidima (10-9-10-5) y lomefloxacina (10-9-10-7) en 

este estudio. Por lo que las frecuencias de selección están en el rango de las 

frecuencias observadas para la selección de mutantes con lomefloxacina en esta 

tesis. Tavío MM. y cols., 1999, hallaron frecuencias entre 10-9-10- 4 en la selección 

de mutantes con norfloxacina y lomefloxacina, sin embargo este amplio rango se 

justificaba en que cuatro de las cepas madre ya presentaban alguna mutación en 

gyrA lo que facilitaba la selección de mutantes con fluoroquinolonas en los 

primeros escalones selectivos. Por su parte, Jaffé A. y cols. en 1983 seleccionaron 

mutantes con diferentes β-lactámicos con frecuencias de selección que fueron 10-9-

10-7 para ampicilina, 10-7 para carbenicilina, cefotaxima y 10-8 para cefaloridina, 

cefazolina, moxalactam. Las CMIs de las cepas origen sensibles utilizadas en dicho 

trabajo oscilaron entre 1-2 μg/ml para los diferentes agentes selectivos y los 

mutantes resultantes presentaron CMIs entre 4-16 μg/ml. 

En este trabajo caracterizamos todos los mutantes obtenidos en los diferentes 

escalones selectivos. Las mutaciones producidas son estables, carácter adquirido 

que no se perdió tras sucesivas resiembras en medios de cultivo carentes del agente 

selectivo. Asimismo se constató que los mutantes seleccionados representaban 

diferentes clones ya que mostraron diferente perfil de susceptibilidades frente a los 
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antimicrobianos ensayados.  

En esta tesis se han desarrollado y caracterizado mutantes estables 

multirresistentes seleccionados con diazepam y con salicilato sódico a partir de 

cepas sensibles de E. coli, al objeto de compararlos con aquellos otros 

seleccionados con antimicrobianos en este mismo estudio. 

Los mutantes seleccionados con concentraciones suprainhibitorias crecientes 

de salicilato sódico o de diazepam mostraron una disminución de la susceptibilidad 

a los antimicrobianos ensayados, adquiriendo el mismo comportamiento que 

mostraron las mutantes seleccionadas con antibióticos. 
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• Susceptibilidad a antimicrobianos en mutantes seleccionados con 

diazepam 

Para las cepas mutantes seleccionadas con diazepam a partir de las cepas 

origen PS7 y PS11 observamos que la resistencia incrementa de 2 a 4 veces al 

ácido nalidíxico, de 4 a 8 veces a lomefloxacina,  de 4 a 16 veces a norfloxacina, 2 

veces a cefalotina, cefoxitina y cloranfenicol, de 2 a 4 veces a ceftazidima, 

cefotaxima, aztreonam, y cefpirome, de 2 a 8 veces a imipenem, y 2 veces a 

tetraciclina. 

Según los escalones selectivos podemos observar que para el primer escalón 

selectivo las CMIs aumentan en un factor de 2 a ácido nalidíxico, 4 a 

lomefloxacina y norfloxacina, 2 a cefalotina, cefotaxima, ceftazidima y cefpirome 

mientras que no se observó variación en la CMIs de cefoxitina, aztreonam, 

imipenem, cloranfenicol.  

En el segundo escalón selectivo los mutantes muestran un incremento de 2 

veces en las CMIs de las quinolonas respecto al primer escalón selectivo (4 veces a 

ácido nalidíxico, y lomefloxacina y 8 a norfloxacina). Asimismo la resistencia a 

cefotaxima, imipenem y aztreonam se incrementó dos veces respecto del primer 

escalón selectivo. No se encontró diferencia entre las CMIs de cefoxitina, 

ceftazidima, tetraciclina y cloranfenicol entre el primer y segundo escalón 

selectivo.  

En el tercer escalón selectivo la resistencia a quinolonas, cefalotina, 

ceftazidima, aztreonam, cefoperazona y cefotaxima es la misma que la observada 

en el segundo escalón selectivo. Estos mutantes sin embargo incrementaron 2 veces 

la resistencia a cloranfenicol y cefoxitina y 4 veces a imipenem respecto del 

escalón anterior.  

En el cuarto escalón selectivo se obtuvieron los mutantes más resistentes, 

dichas cepas fueron 2 veces más resistentes a norfloxacina, ceftazidima, aztreonam 

y cefoperazona que los mutantes del escalón anterior. 

Las CMIs de cefalotina y tetraciclina se incrementaron 2 veces en el primer 

escalón selectivo y se mantuvieron sin cambios en los demás escalones. 

En esta tesis en la selección de mutantes con antimicrobianos, caracterizamos 

los mutantes del tercer escalón selectivo en la selección con ceftazidima (CazE7 y 

CazE11) y el mutante del segundo escalón selectivo para lomefloxacina (LmfE7). 

Si comparamos estos con el correspondiente escalón selectivo en la selección 
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con diazepam observamos que: 

LmfE7 mostró incrementos de 64 veces a ácido nalidíxico, 32 a 

lomefloxacina, 16 a norfloxacina, 2 cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, imipenem y 

tetraciclina, 4 a aztreonam, cefpirome, 128 a ceftazidima, y 256 a cloranfenicol. 

EC7/0,75 y EC11/0,75 mutantes seleccionados con diazepam en el segundo 

escalón selectivo mostraron incrementos de 4 veces a ácido nalidíxico, 

lomefloxacina, 8 a norfloxacina, 2 a cefalotina, imipenem, cefpirome y tetraciclina.  

CazE7 y CazE11 mostraron incrementos en la resistencia en un factor de 4-

32 veces a ácido nalidíxico, 16-32 veces a lomefloxacina, 2-32 veces a 

norfloxacina, 2-4 veces a cefalotina e imipenem, 2-4 veces a cefoxitina y 

cefotaxima, 64-128 veces a ceftazidima, 4-8 veces a aztreonam, 2 veces a 

tetraciclina, 2-256 veces a cloranfenicol, 8-32 veces a cefpirome en comparación 

con las cepas origen PS7 y PS11.  

EC7/1 y EC11/1 mutantes correspondientes al tercer escalón selectivo fueron  

4 veces más resistentes a ácido nalidíxico, 8 a lomefloxacina, 16 a norfloxacina, 2 a 

cefalotina, cefoxitina, cloranfenicol y tetraciclina, 4 a ceftazidima, cefotaxima, 

aztreonam, cefpirome. 

 Observamos que las CMIs a quinolonas son las se ven afectadas en mayor grado 

y en menor grado las CMIs de antibióticos β-lactámicos, cloranfenicol y 

tetraciclina. 

• Susceptibilidad a antimicrobianos en mutantes seleccionados con 

salicilato 

En general podemos decir que los mutantes seleccionadas con salicilato de 

sodio incrementaron la resistencia de 2 a 16 veces para ácido nalidíxico, 4 veces a 

lomefloxacina, de 4 a 16 veces a norfloxacina, 4 veces a cefalotina, 2 veces a 

cefoxitina, cefpirome, y aztreonam, de 2 a 8 veces a ceftazidima,  de 2 a 8 veces a 

cefotaxima,  de 2 a 4 veces a imipenem y cloranfenicol, y 2 veces a tetraciclina. 

Al analizar los diferentes escalones selectivos observamos que en el primer 

escalón selectivo las CMIs se incrementan en un factor de 2-4 a ácido nalidíxico, 4 

veces a lomefloxacina, y de 4-12 veces a norfloxacina, de 2-4 veces a cefalotina y 

cefotaxima, 2 veces a ceftazidima, imipenem, cloranfenicol y tetraciclina. No se 

hallaron diferencias en las CMIs de cefoxitina, aztreonam y cefpirome con las 

cepas origen.  

En el segundo escalón selectivo y al igual que en la selección con diazepam 
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se incrementa 2 veces la resistencia a quinolonas, a excepción de lomefloxacina 

cuya CMI se mantuvo estable entre los diferentes escalones selectivos. Asimismo 

se produce un incremento de 2 veces en la resistencia a cefoxitina, aztreonam, 

cloranfenicol, y ceftazidima respecto del anterior escalón, no encontrando 

diferencias en las CMIs de imipenem, cefpirome, tetraciclina y cefotaxima.  

En el tercer escalón selectivo se incrementa 2 veces la resistencia a 

ceftazidima, cefotaxima, aztreonam, imipenem y cefpirome con respecto al escalón 

anterior. Las demás CMIs son coincidentes a las del escalón anterior.  

Solamente obtuvimos un mutante en el 4 escalón selectivo que fue 2 veces 

más resistente a norfloxacina y cefotaxima que la del tercer escalón.  

Si comparamos los mutantes seleccionados con antimicrobianos con los 

seleccionados con salicilato de sodio correspondientes al mismo escalón selectivo 

observamos que: 

LmfE7 (mutante del 2º escalón selectivo) mostró incrementos de 64 veces a 

ácido nalidíxico, 32 a lomefloxacina, 16 a norfloxacina, 2 cefalotina, cefoxitina, 

cefotaxima, imipenem y tetraciclina, 4 a aztreonam, cefpirome, 128 a ceftazidima, 

y 256 a cloranfenicol. 

Mientras que EC7/60 y EC11/60 (mutantes del 2º escalón selectivo) 

incrementaron la resistencia en un factor de de 4 a 8 a ácido nalidíxico, 4 a 

lomefloxacina, 8-16 a norfloxacina, 4 cefalotina, cefotaxima, aztreonam, 2-4 

ceftazidima, 2 cefoxitina, imipenem, tetraciclina, 1-4 a cloranfenicol. No variando 

la CMI a cefpirome. 

CazE7 y CazE11 (mutantes del 3º escalón selectivo) mostraron incrementos 

en la resistencia en un factor de 4-32 veces a ácido nalidíxico, 16-32 veces a 

lomefloxacina, 2-32 veces a norfloxacina, 2-4 veces a cefalotina e imipenem, 2-4 

veces a cefoxitina y cefotaxima, 64-128 veces a ceftazidima, 4-8 veces a 

aztreonam, 2 veces a tetraciclina, 2-256 veces a cloranfenicol, 8-32 veces a 

cefpirome en comparación con las cepas origen PS7 y PS11.  

Mientras que EC7/80 y EC11/80 (mutantes del 3º escalón selectivo) 

incrementaron la resistencia en un factor de 8-16 a ácido nalidíxico, 4 a 

lomefloxacina, 8-16 a norfloxacina, 4-8 ceftazidima y cefotaxima, 4 a cefalotina, 

aztreonam, imipenem, cloranfenicol, 2 a cefoxitina, tetraciclina y cefpirome. 

 Observamos que al igual que lo observado en la selección con diazepam, las 

CMIs a quinolonas son las que se ven afectadas en mayor grado y en menor grado 
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las CMIs de antibióticos β-lactámicos, cloranfenicol y tetraciclina. 

El incremento de la resistencia observado en la selección con diazepam y 

salicilato es coincidente con el incremento en el escalón selectivo y/o 

concentración de agente selectivo utilizado. Podemos observar que en general hay 

un incremento de 2-4 veces en la resistencia a diversos antimicrobianos entre los 

diferentes escalones selectivos.  

Cohen SP. y cols., 1989 seleccionó mutantes con cloranfenicol y tetraciclina 

que mostraron mayor resistencia a medida que se incrementaba la concentración 

del agente selectivo en el medio y el escalón selectivo. Asimismo describieron que 

la resistencia a tetraciclina y cloranfenicol se incrementaba 2 veces a medida que 

aumentaba la concentración del agente selectivo en el medio de cultivo, de forma 

similar a lo que ocurrió en los mutantes seleccionados con diazepam o salicilato en 

esta tesis.  

Estos resultados a su vez coinciden con los expresados por Kern y cols., 

2000, en dicho trabajo seleccionaron mutantes con fluoroquinolonas, y observaron 

que en el primer escalón selectivo se afectan principalmente las CMIs de ácido 

nalidíxico, ofloxacina y ciprofloxacina, sin embargo, en este escalón no se vieron 

afectadas las CMIs a cefoxitina, tetraciclina y cloranfenicol. En el segundo y tercer 

escalón selectivo dichas resistencias se incrementan de 2-4 veces respecto del 

escalón anterior. En este trabajo a pesar de que la selección fue con drogas que no 

son antimicrobianos también observamos que las CMIs de las quinolonas son las 

que primeras que se ven afectadas, y luego la de los antibióticos β-lactámicos, 

cloranfenicol y tetraciclina. 

El perfil de resistencia obtenido en la selección con diazepam es similar al 

obtenido en la selección con salicilato de sodio.  

Si a su vez comparamos estos valores con los obtenidos en la selección de 

mutantes con antibióticos, podemos observar que para algunos antimicrobianos los 

mutantes seleccionados con antibióticos fueron de 8 a 16 veces más resistentes a 

ceftazidima, de 4 a 8 veces a lomefloxacina, 2 a 4 veces a ácido nalidíxico y 

aztreonam, 2 veces a cefpirome, y para el cloranfenicol, si bien algunos mutantes 

no mostraron diferencia, otras fueron hasta 64 veces más resistentes que los 

mutantes seleccionados con diazepam y salicilato, sin embargo las CMIs para 

norfloxacina, cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, imipenem y tetraciclina los 

incrementos fueron similares a los hallados en la selección con diazepam y 
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salicilato. 

 

 Por lo que podemos observar similares comportamientos entre los mutantes 

seleccionados con antimicrobianos y los seleccionados con fármacos no 

antibióticos. Sin embargo hay que resaltar que las CMIs a ceftazidima fueron muy 

superiores en la selección con antimicrobianos que en la selección con diazepam y 

salicilato. 

 

 

 

 349

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



Papel de la Permeabilidad en la Multirresistencia de los Mutantes 

Seleccionados in vitro con diazepam y salicilato 

Como mencionamos anteriormente los mutantes seleccionados in vitro con 

diazepam y salicilato mostraron un incremento simultáneo en la resistencia a 

quinolonas, β-lactámicos, cloranfenicol y tetraciclina, y ésto es frecuente en los 

mutantes que expresan fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos 

(Alekshun M. y Levy SB. 1997; Goldman J., 1996; Cohen SP. & Levy SB., 1993). 

En este sentido, la disminución en la susceptibilidad a quinolonas, 

antibióticos β-lactámicos, cloranfenicol y tetraciclina está asociada a la sobre-

expresión de proteínas regulatorias como MarA, SoxS, Rob y SdiA. En concreto, 

MarA (Barbosa T. & Levy SB., 2000), SoxS (Koutsolioutsou A. y cols., 2005; Aono 

R. y cols., 1998) y Rob (Lee Eun-Hee y cols., 1996) activan la expresión de 

múltiples genes, entre ellos micF.  

micF controla la expresión post transcripcional de ompF codificando un ARN 

parcialmente complementario al ARNm ompF, de manera que se forma un 

complejo micF ARN/ ompF ARN que induce la degradación del ARNm ompF y 

por lo tanto, se inhibe la traducción de ompF. Ésto lleva a una disminución en la 

expresión de la porina F en la membrana externa bacteriana (Delihas N. & Forst S., 

2001).  

Esto concuerda con lo que observamos al analizar el perfil de proteínas de la 

membrana externa de los mutantes seleccionados con diazepam y salicilato en 

geles de poliacrilamida suplementados con SDS y 4 M de Urea. En ellos 

observamos que las cepas mutantes presentaban una disminución en la expresión 

de OmpF, y dicha expresión disminuía a medida que incrementábamos el escalón 

selectivo. 

La pérdida y/o disminución de la OmpF debió influir en la penetración de 

antibióticos como cefalotina o cefoxitina y otras cefalosporinas cuya difusión 

relativa a través de esta porina es notable (Yoshimura F & Nikaido H., 1985). 

Excepto para cefalotina cuyo incremento fue de 2-4 veces en la resistencia se 

mantuvo constante entre los diferentes escalones selectivos, las resistencias a 

cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, cefoperazona, imipenem y aztreonam se fueron 

incrementando a medida que incrementábamos el escalón selectivo y por ende 

disminuía la expresión de OmpF.  

Diversos estudios muestran que la penetración de los β-lactámicos depende 
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de diversos factores como la distribución de la carga en la molécula. Se ha visto 

que compuestos zwiteriónicos como ampicilina y cefaloridina penetran más 

rápidamente que los monoanónicos (cefotaxima y cefoxitina) y estos a su vez más 

que los di-aniónicos/mono-catiónicos (ceftazidima) y esta última más que los di-

aniónicos (ceftriaxona) (Danelon C. y cols., 2006). Por lo que la disminución de 

OmpF afectara primeramente a cefalotina, luego cefotaxima y cefoxitina y 

posteriormente a ceftazidima. Ésto es lo que evidenciamos en nuestro estudio, 

donde observamos que la resistencia a ceftazidima fue mayor en los últimos 

escalones selectivos. Resultado que indica que OmpF contribuye a incrementar la 

resistencia a estos β-lactámicos. Cefpirome es una cefalosporina zwiteriónica de 

cuarta generación, sin embargo el mayor incremento fue observado en los últimos 

escalones selectivos. Esto puede deberse a que es de mayor tamaño que cefalotina 

y cefaloridina y que por eso su velocidad de difusión se ve más influida por la 

disminución de la porina F (Simonet V. y cols., 2000). Imipenem y aztreonam 

mostraron un incremento de 2-4 veces en su resistencia que coincide al observado 

en otros mutantes carentes de OmpF (Cornaglia G., 1992, Poirel L. y cols., 2004; 

Sawai T., 1982; Hiraoka M., 1989). 

Tavío MM., y cols., 1999 observaron que la deficiencia de la porina F 

también contribuye a incrementar de 2 veces la resistencia a tetraciclina y de 2-4 a 

fluoroquinolonas. En este estudio observamos un incremento en 2 veces en la 

resistencia a tetraciclina, pero este incremento fue independiente de la disminución 

de la expresión de OmpF asociada al aumento del escalón selectivo. Resultado que 

puede indicar que se estén expresando otros mecanismos como los de eflujo activo. 

(Bambeke F.V. y cols., 2000). Asimismo el incremento en la resistencia a 

quinolonas observado en los mutantes seleccionados tanto con diazepam como con 

salicilato osciló entre 2-16 veces. Un incremento que no puede ser justificado 

solamente por la menor expresión de OmpF.  

De esta manera no pudiendo justificar todos los incrementos en las CMIs por 

la sola disminución en la expresión de OmpF, debíamos analizar la presencia 

conjunta de otros mecanismos de resistencia como los sistemas de eflujo activo. 

. 
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Papel de la Expulsión o Eflujo Activo de Antimicrobianos en el Fenotipo 

de Multirresistencia 

MarA, SoxS, Rob y SdiA activan además la expresión del sistema de eflujo 

AcrAB-TolC. La sobre-expresión de este sistema produce un incremento de 2-8 

veces para β-lactámicos como ampicilina, cefuroxima, cefotaxima (Nishino K., 

2003), 2-8 veces para quinolonas, 4-6 veces para cloranfenicol  y 4-16 veces para 

tetraciclina (Elkins CA. & Nikaido H., 2002).  En la bibliografía suelen encontrarse 

resultados que difieren entre sí puesto que los mismos varían también según el 

grado en que se expresa esta bomba de eflujo en cepas  de E. coli (Nicoloff Hervé, 

2006). 

Los transportadores transmembrana protón dependientes actúan con 

mecanismos complementarios en el desarrollo de resistencia a antimicrobianos. 

Estos sistemas, formados por tres componentes (traslocasa-proteína de fusión-

proteína de membrana externa), suelen expulsar diferentes sustratos y en muchas 

ocasiones antimicrobianos de diferentes tipos, tal es el caso de AcrAB-TolC. La 

bomba AcrB pertenece a la familia RND, y está involucrada en el eflujo activo de 

diversos antibióticos como tetraciclina, cloranfenicol, β-lactámicos, 

fluoroquinolonas, rifampicina, eritromicina, ácido fusídico y  aminoglicósidos 

(Bambeke F.V.  y cols., 2000). 

En este sentido para evidenciar la presencia de sistemas de eflujo activo en 

los mutantes seleccionados utilizamos CCCP (carbonil cianuro clorofenil-

hidrazona), un inhibidor de los sistemas de eflujo protón dependiente. En presencia 

de este compuesto se produjo un incremento en la susceptibilidad a todos los 

antimicrobianos ensayados, entre ellos cloranfenicol, tetraciclina y norfloxacina, 

que como es de esperar son sustratos de AcrB (traslocasa). Así trabajos previos han 

identificado a AcrAB-TolC como el principal mecanismo responsable de múltiple 

resistencia a drogas en E. coli (Nikaido H., 1996; Nicoloff Hervé, 2006; Balagué 

C., 2001; Elkins C., 2002). 

En este trabajo de tesis hemos observado un marcado efecto del CCCP sobre 

la sensibilidad de todos los antimicrobianos ensayados. El efecto del CCCP fue 

más marcado a medida que incrementábamos el escalón selectivo resultado que se 

relaciona con el incremento en la resistencia. Podemos observar que en los 

mutantes seleccionados el CCCP tiene mayor efecto sobre las quinolonas y menor 

efecto sobre β-lactámicos, tetraciclina y cloranfenicol. Estos resultados coinciden 
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con que la mayor resistencia a quinolonas observada en dichos mutantes. Como 

mencionamos anteriormente la perdida de OmpF por si sola no podía justificar los 

incrementos observados en la resistencia a ellas, y mediante en presencia de 50 μM 

de CCCP (inhibidor de los sistemas protón dependientes) se puso de manifiesto la 

presencia de sistemas de eflujo protón dependientes como mecanismo 

complementario en el desarrollo de resistencia.  

Sin embargo, el efecto del CCCP sobre la susceptibilidad antibiótica fue más 

marcado en los mutantes seleccionados con diazepam y salicilato (en los mutantes 

seleccionados con diazepam observamos una disminución de la CMIs en un factor 

de 2-32 para quinolonas, 2-16 beta-lactámicos, 2-16 cloranfenicol, 2-4 tetraciclina 

y con salicilato de 2-16 quinolonas, 2-4 beta-lactámicos, 2-8 cloranfenicol, 2-4 

tetraciclina) que en los mutantes seleccionados con antibióticos (observamos una 

disminución en las CMIs en un factor de 2-4 para quinolonas, 2-4 para beta-

lactámicos, excepto imipenem cuya CMI disminuyó 8 veces, 4-16 para tetraciclina 

y de 4 para cloranfenicol) asociado a la expresión de AcrAB-TolC, lo que indica un 

mayor papel del eflujo activo en el desarrollo de los fenotipos de múltiple 

resistencia derivados de la selección con drogas no antimicrobianos como 

diazepam o salicilato, coincidiendo con descripciones previas sobre mutaciones 

responsables de resistencia a quinolonas determinadas por la fluorquinolona que 

actúe como agente selectivo. Quizás los mutantes seleccionados en nuestro estudio 

con diazepam o salicilato estén expresando además de AcrAB otros sistemas de 

eflujo activo protón-dependientes o que en dichas mutantes el nivel de expresión 

sea mayor que en las seleccionadas con antibióticos. En este sentido, Lee A. y cols., 

2001  observaron que la expresión simultanea de sistemas de eflujo activo en cepas 

de E. coli y Pseudomonas aeruginosa tiene efectos adictivos en la resistencia 

antimicrobiana, sobre todo cuando dichos sistemas de eflujo tienen diferente 

organización estructural, observando un efecto máximo cuando se sobre expresa un 

sistema multi-componente con un mono-componente.  

Asimismo Kobayashi K. y cols. 2001 citaron que AcrEF no es esencial para 

cepas de E. coli, sin embargo esta lo conserva sin expresión como parte de una 

estrategia que le permite activarlo en condiciones ambientales nocivas para ellas e 

incluso como sistema de eflujo que puede sustituir a AcrAB en caso de 

inactivación de este último.   

Por lo que observamos que una misma bacteria puede expresar 
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simultáneamente diferentes sistemas de eflujo los cuales a su vez sustratos 

comunes dando así mayores niveles de protección (Paulsen I.T., 1996). 

Lo que es evidente es que en todos los mutantes seleccionados ya sea con 

antimicrobianos como con diazepam y salicilato, los sistemas de eflujo activo 

contribuyen a la múltiple resistencia que manifiestan dichas cepas.  

Sin embargo, no tenemos referencias de trabajos previos que caractericen los 

mecanismos de resistencia implicados en mutantes estables multirresistentes 

desarrollados in vitro con diazepam y con salicilato sódico.  
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Papel de TolC en los Mutantes Seleccionados con Diazepam o Salicilato  

Sódico 

TolC es el tercer componente de estos sistemas de eflujo activo y su 

presencia resulta indispensable para la actividad de la principal bomba de eflujo en 

E. coli, AcrAB, pero además esta proteína interacciona con otros sistemas de 

eflujo, en E. coli se han caracterizado 5 sistemas RND: AcrAB, AcrEF, AcrD, 

MdtEF, MdtABC que necesitan de TolC para sus funciones, como así también los 

dos sistemas MFS: EmrAB, EmrKY y un sistema de eflujo de la familia ABC 

(ATP dependiente): MacAB (Michán C. y cols., 2003). Sin embargo estos tres 

últimos sistemas a pesar de ser dependientes de TolC no están hasta el momento 

asociados a incrementos en la resistencia a antibióticos β-lactámicos (Nishino K., 

2003).  

Diferentes estudios relacionan la hiperexpresión de AcrAB-TolC con la 

resistencia a los solventes orgánicos (Hayashi S. y cols., 2003; Aono R. y cols., 

1998; Kobayashi K., 2001), pero recientemente se ha establecido que los diferentes 

sistemas de eflujo dependientes de TolC están involucrados en la tolerancia a los 

mismos, donde TolC sigue siendo el elemento indispensable (Aono R. y cols., 

1998; Tsukagoshi N. & Aono R., 2000). El nivel de expresión de tolC es regulado 

directamente por los activadores transcripcionales MarA, SoxS y Rob (Aono R. y 

cols., 1998) entre otros activadores transcripcionales. Es evidente entonces que la 

sobre-expresión de TolC es necesaria para que cepas de E. coli manifiesten 

tolerancia a los solventes orgánicos (Kobayashi K. y cols., 2001). 

Todas las cepas mutantes seleccionadas con diazepam y salicilato 

presentaron un incremento en la tolerancia al ciclohexano y dicha tolerancia se 

incrementaba a medida que aumentábamos el escalón selectivo. En los mutantes 

seleccionados con Diazepam obtuvimos incrementos de tolerancia al ciclohexano 

de 1,8 a 3 veces superior que los observados en las cepas origen. Por su parte, los 

mutantes seleccionados con Salicilato de Sodio mostraron el mismo 

comportamiento, obteniéndose incrementos de 1,9-3,1 superiores a los de la cepa 

origen. Las cepas origen (PS7 y PS11) al igual que la cepa control AG100, no 

fueron tolerantes al ciclohexano.  

El mayor incremento en la tolerancia al ciclohexano fue observado en el 

último escalón selectivo de los mutantes seleccionados con diazepam y salicilato. 

Resultado que se correlaciona con el mayor incremento de resistencia a 
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antimicrobianos observado en el último escalón selectivo a la vez que el mayor 

efecto del CCCP. 

A su vez el incremento en la tolerancia al ciclohexano observado en estos 

mutantes fue algo superior que la manifestada por los mutantes seleccionados con 

antibióticos, cuyos incrementos oscilaron 1,7 a 2,1, es decir que posiblemente se 

estén expresando otros sistemas de eflujo dependientes de TolC además de AcrAB. 

Estos datos a su vez se correlacionan con los que mencionamos anteriormente al 

observar un mayor efecto del CCCP sobre la sensibilidad a los antimicrobianos 

ensayados en los mutantes seleccionados con diazepam/salicilato que en los 

seleccionados con antimicrobianos. 

En estudios recientes se ha establecido que los diferentes sistemas de eflujo 

que interaccionan con TolC son los que están involucrados en la tolerancia a los 

solventes orgánicos donde TolC sería el elemento indispensable (Tsukagoshi N. & 

Aono R., 2000).  

La sospecha de sobre-expresión de TolC, derivada del incremento de 

tolerancia al ciclohexano, fue demostrada en los 19 mutantes seleccionados con 

diazepam y salicilato sódico en este estudio y se confirmó por la evidencia de la 

incrementada expresión de una banda de 53 kDa en el perfil electroforético de 

proteínas de membrana externa, que se correlaciona con la que Aono R. y cols., 

1998, caracterizaron por la misma metodología como TolC. 

Es necesario tener en cuenta que además de AcrAB pueden participar otros 

sistemas de eflujo en la tolerancia la ciclohexano. En estos últimos años, se 

encontró que la hipersensibilidad observada en cepas mutantes de E. coli con 

depleción de acrAB a los solventes orgánicos, era parcialmente suprimida por la 

sobre-expresión de emrAB o yhiUV, también pertenecientes a la familia RND 

(Tsukagoshi N. & Aono R., 2000).  

Asimismo otro de los sistemas de eflujo posibles en E. coli es AcrEF, si bien 

sabemos que no se expresa o se expresa muy débilmente en cepas de E. coli y que 

la deleción de dicho operón no altera la sensibilidad de la E. coli a los solventes 

orgánicos, recientemente se asocia su sobre-expresión con incrementos en la 

tolerancia al ciclohexano siempre que este presente TolC (Kobayashi K. y cols., 

2001). AcrF es una proteína de membrana interna con un peso molecular de 111,4 

kDa., a está proteína se la detectó en SDS-PAGE con tinción de plata en torno a los 

100 kDa (Kobayashi K. y cols., 2001). Al analizar el perfil de proteínas de 
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membrana interna de las mutantes seleccionadas con diazepam y salicilato, 

observamos el incremento de una banda en torno a los 100 kDa, que podría 

corresponder a AcrF, que se expresa débilmente en las cepas origen PS7 y PS11. 

El patrón de sensibilidad manifestado por cepas que sobre-expresan AcrEF es 

muy similar al que se manifiesta por la sobre-expresión de AcrAB (Nishino K. y 

cols., 2003) y a su vez, ambos sistemas de eflujo tienen la misma especificidad de 

sustrato (Koronakis V. y cols., 2004). Finalmente, cabe comentar que a pesar de 

que el operón acrEF no es esencial para la sobrevida de E. coli, su presencia 

representa otro mecanismo de defensa ante situaciones adversas como la 

inactivación del operón acrAB (Kobayashi K. y cols. 2001) 

 La expresión de AcrEF es activada por la sobre-expresión del regulador SdiA 

y no por otros activadores transcripcionales como MarA, SoxS o Rob. El regulón 

SdiA abarca un amplio número de genes del cromosoma de E. coli,  incluyendo 

bombas de eflujo como acrAB y acrD y muchos de los genes implicados en la 

respuesta bacteria a diferentes condiciones de estrés (Wei Y. y cols., 2001). 

Además, regula la expresión del operón ftsQAZ, que tiene un papel principal en el 

control de la septación celular bacteriana Wang X.D. y cols., 1991, de manera que 

la amplificación de SdiA resulta en células más redondeadas y cortas Wei Y. y cols., 

2001, tal como ocurrió en los mutantes seleccionados con diazepam o salicilato en 

esta tesis. Asimismo, se ha descrito la correlación entre sistemas de respuesta 

bacteriana sensibles a quórum (cuyo representante en E. coli sería SdiA) y la 

exportación de señales de comunicación intercelular a través de AcrAB, señales 

que en Pseudomonas aeruginosa son en algunos casos un tipo de quinolonas 

sintetizadas por la propia bacteria (Rahmati S. y cols., 2002). 

En el caso de los mutantes estudiados LmfE7, CazE7 y CazE11 se apreció un 

mayor incremento de resistencia a quinolonas que a otros antimicrobianos, 

asociado al incremento de resistencia a mitomicina C y al acortamiento y 

balonamiento de las células, por lo que es posible pensar que la sobre-expresión de 

sdiA pudiera contribuir activando el fenotipo de múltiple resistencia en estos 

mutantes, aunque estudios más extensos en este campo deberán ser llevados a cabo 

para confirmar esta hipótesis. 
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Otros mecanismos implicados en la resistencia a antibióticos  

β-lactámicos 

Al igual que lo ocurrido con los mutantes seleccionados con antibióticos, la 

disminución en la expresión de OmpF y el incremento en el eflujo activo, si bien 

son mecanismos que producen resistencia a antimicrobianos, no explican por si 

solos la resistencia a β-lactámicos que se observó en los mutantes. Teniendo en 

cuenta el papel principal de las β-lactamasas la resistencia a dichos antimicrobianos 

(Babic M. y cols., 2006; Weber DJ. y cols., 1999; Keith SK. y cols., 2000), 

procedimos a la valoración de la actividad hidrolítica β-lactamasa de dichas 

mutantes, valorando la actividad hidrolítica β-lactamasa sobre bencilpenicilina y 

cefaloridina en los extractos crudos de las cepas mutantes y de las cepas origen. 

Los mutantes no mostraron incrementos significativos de actividad enzimática en 

comparación con las cepas origen. Por lo que la actividad hidrolítica por β-

lactamasa no explica la resistencia a β-lactamicos descrito en trabajos previos 

(Jacoby G.A. &  Sutton L., 1985).  

Si bien la resistencia ceftazidima, cefoperazona y aztreonam es mucho menor 

a la observada en la selección de mutantes con antibióticos, analizamos el perfil de 

proteínas de unión a penicilina en geles de poliacrilamida al 12,5% para observar si 

alguna variación en las dianas podría estar contribuyendo en la resistencia a 

antibióticos β-lactámicos observada en los mutantes. En este sentido se observó 

que, al igual que en los mutantes seleccionados con lomefloxacina o ceftazidima, el 

incremento en la expresión de una banda en torno a los 60 kDa., que podría 

corresponderse con la PBP3. Asimismo utilizando la misma técnica descrita por 

Genshi Zhao y cols. 1999 se detectó el incremento de una banda que por su 

movilidad electroforética podría corresponderse a la que ellos caracterizaron como 

PBP3. Esta banda no se expresaba en las cepas origen PS7 y PS11 ni en la cepa 

sensible AG100 usada como control.  

Estudios anteriores muestran que antibióticos como aztreonam, ceftazidima y 

cefpirome se unen preferentemente a la PBP3 (Xiao L., 1997; Georgopapadakou 

N. y cols 1982), al encontrarse sobre expresada esta proteína es de esperar que la 

CMI se incremente de 2-8 veces para los antimicrobianos target de la PBP3 (Xiao 

L., 1997). En este estudio encontramos que en las cepas seleccionadas con 

diazepam, la CMI a ceftazidima, aztreonam y cefpirome se ve incrementada de 2-4 

veces, mientras que con las cepas seleccionadas con salicilato de sodio obtuvimos 
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un incremento de 2-8 veces para ceftazidima y 2 veces para aztreonam y cefpirome. 

Estos incrementos varían asimismo con el escalón selectivo. La sobre-expresión de 

PBP3 en estas cepas, al igual que lo que encontramos con los mutantes 

seleccionados con antibióticos, puede ser un mecanismo complementario a los que 

tradicionalmente se publicaron en mutantes con fenotipo de múltiple resistencia, 

esto es, la disminución de la expresión de la porina F y la sobre-expresión de 

sistemas de eflujo activo, de manera que conjuntamente contribuirían al incremento 

de la resistencia observado a dichos antibióticos β-lactámicos (Nikaido H., 1996; 

Hhans-jörg Linde,2000; Tavío MM. y cols, 2001; Balagué C. y cols., 2001; Randal 

LP., 2002), en especial en el incremento de la resistencia observado a ceftazidima, 

cefpirome y aztreonam, que son de los antibióticos ensayados aquéllos más 

afectados por una hiperexpresión de PBP3 (Liao X. & Hancock R., 1997; 

Georgopapadakou N. y cols., 1982; Taschner P. y cols., 1988; Tormo A. y cols., 

1986).  

Posiblemente la sobre-expresión de PBP3 en cepas mutantes de E. coli tenga 

que ver con que esta proteína está involucrada en la síntesis de la pared y en 

procesos fisiológicos como elongación, septación y mantenimiento de la forma 

celular (Georgopapadakou NH., 1993) por lo que la bacteria podría de alguna 

manera estar alterando la pared como respuesta celular al estrés (Giuliodori A. y 

cols., 2007).  

Al igual que lo obtenido en las mutantes seleccionadas con antimicrobianos, 

las mutantes seleccionadas con diazepam y salicilato resultaron ser de 4 a 8 veces 

más  resistentes a la mitomicina C (4 μg) que las cepas origen PS7 y PS11, por lo 

que en estas cepas podrían sobre-expresarse alguno de estos 4 genes: mdfA, gyrl, 

rob, y sdiA.  

SdiA activa la trascripción de diversos genes entre los que encontramos acrA, 

acrB, acrD, acrE, y acrF cuyos productos son responsables del eflujo activo de 

diferentes antimicrobianos (Wei Y. y cols., 2001). Esto se correlaciona con lo 

observado en el perfil de proteínas de membrana interna de las cepas mutantes 

seleccionadas con diazepam y salicilato, cuando observamos el incremento de una 

banda en torno a los 100 kDa, que podría corresponder a AcrF, que se expresa 

débilmente en las cepas origen PS7 y PS11. Asimismo, SdiA activa la trascripción 

de genes vinculados en la división celular ftsQAZ (ddlB, ftsQ, ftsA, y ftsZ) (Wei Y., 

y cols., 2001) por lo que posiblemente active la expresión de ftsI o pbp3 y por ello 
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estas cepas sobre-expresan la PBP3. Explicación que podría valer también para el 

caso de los mutantes de este estudio seleccionados con antimicrobianos.  

Observamos que los mutantes de Escherichia coli, seleccionados con 

fármacos no antibióticos, como diazepam y salicilato de sodio, ponen de manifiesto 

mecanismos similares a los encontrados en las mutantes seleccionadas con 

antibióticos, y que en definitiva tienen como objetivo incrementar la sobrevida 

bacteriana ante diferentes situaciones de estrés, pudiendo ser la multirresistencia a 

drogas consecuencia directa de esa respuesta de supervivencia 
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1. Los fármacos usados como pre-anestésicos o medicación post-quirúrgica 

ensayados en este trabajo (clonazepan, ketorolaco, clorpromazina, 

dexametasona, haloperidol, metamizol, diclofenaco, fenobarbital, 

propacetamol) al igual que el salicilato inducen de forma concentración o 

dosis dependiente el fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos en la 

cepa sensible de Escherichia coli AG100. 

 

 Esta afirmación se sustenta en los siguientes resultados experimentales: 

Sólo concentraciones sub-inhibitorias de los nueve medicamentos 

ensayados equivalentes a 1/4 y 1/128 de las CMIs de esos fármacos en la 

cepa AG100 disminuyeron in vitro la expresión de la porina F, 

incrementaron la tolerancia a solventes orgánicos como el ciclohexano, el 

eflujo o expulsión activa y la expresión de TolC, dando como resultado la 

disminución de susceptibilidad a múltiples antimicrobianos observada en la 

cepa AG100 bajo inducción con esos fármacos. 

 

2. Dosis habituales usadas en adultos de siete de los fármacos ensayados 

(diclofenaco, dexametazona, haloperidol, fenobarbital, metamizol, 

clonazepam, propacetamol) podrían alcanzar las concentraciones 

plasmáticas que son capaces de inducir la expresión de fenotipos de 

multirresistencia en E. coli, quizás a través de la inducción de la expresión 

de activadores transcripcionales como MarA u otras proteínas homólogas 

en cepas de E. coli.  

 

3. Siempre que el rango terapéutico de una droga sea mayor que la 

concentración mínima inhibitoria de ese fármaco sobre una cepa bacteriana 

no habrá inducción de múltiple resistencia a antimicrobianos como 

sucedería con la clorpromazina respecto de la cepa AG100. 

 

4. Las concentraciones sub-inhibitorias de otros compuestos como paraquat y 

cloruro de sodio comprendidas en un rango de 1/4 y 1/128 de sus CMIs en 

la cepa AG100, también reprimieron in vitro la expresión de la porina F, 

incrementaron la tolerancia a solventes orgánicos como el ciclohexano, 
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incrementaron el eflujo o expulsión activa de antimicrobianos y la 

expresión de TolC, induciendo la expresión de fenotipos de múltiple 

resistencia en la cepa sensible AG100. 

 

5. La inducción in vitro del fenotipo de múltiple resistencia a antimicrobianos 

en E. coli no dependió de la estructura química del compuesto utilizado 

como inductor, sino que fue dependiente de la dosis, sugiriendo que puede 

ser una respuesta bacteriana al estrés ambiental motivado por una 

concentración creciente de la droga ensayada como inductor en el medio de 

cultivo.  

 

6. Es posible seleccionar in vitro mutantes estables de E. coli más resistentes a 

antimicrobianos con el fármaco no antimicrobiano diazepam al igual que 

con salicilato de sodio, un inductor del operón marRAB. 

 
 Esta conclusión se basa en los siguientes resultados experimentales: 

• La frecuencia de selección obtenida fue similar a la que obtuvimos en 

la selección in vitro de mutantes estables con antimicrobianos 

ceftazidima y lomefloxacina. 

• Los nuevos fenotipos multirresistentes seleccionados tanto con 

diazepam como con salicilato fueron estables, no variando su perfil de 

susceptibilidad a antimicrobianos con las sucesivas resiembras en 

medios de cultivo carentes del agente selectivo. 

 

7. Los mutantes seleccionadas in vitro con diazepam y salicilato de sodio 

presentaron un perfil de resistencia similar al obtenido en la selección con 

antimicrobianos (ceftazidima y lomefloxacina), equiparable al patrón que 

presentan las cepas que expresan el fenotipo de múltiple resistencia a 

antimicrobianos. 

 
 Esta conclusión se basa en los siguientes resultados experimentales: 

• Se apreció una alta correlación entre las CMIs de los antimicrobianos 

ensayados en los mutantes seleccionados con antimicrobianos y las 

 362

©
 D

el
 d

oc
um

en
to

, d
e 

lo
s 

au
to

re
s.

 D
ig

ita
liz

ac
ió

n 
re

al
iz

ad
a 

po
r U

LP
G

C
. B

ib
lio

te
ca

 u
ni

ve
rs

ita
ria

, 2
00

8



CMIs de los mismos antimicrobianos en los mutantes seleccionados con 

diazepam o con salicilato sódico. 

• En todos los mutantes, tanto los seleccionados con antimicrobianos 

como los seleccionados con diazepam o salicilato sódico, se observó una 

disminución en la expresión de la porina F. 

• En todos los mutantes seleccionados se confirmó la presencia de 

sistemas de eflujo protón-dependientes evidenciados por el efecto del 

CCCP, la mayor tolerancia al ciclohexano y a una mayor expresión de 

TolC en el perfil de proteínas de membrana externa. 

 

8. El desarrollo de fenotipos de múltiple resistencia estables generados por 

drogas que sean o no antimicrobianos no supuso siempre la pérdida de 

expresión de la porina F, ya que sólo ocurrió en uno (CazE7) de los 18 

mutante seleccionados. En el resto de los mutantes sólo se evidenció una 

disminución en la expresión de dicha porina. 

 

9. No se observó asociación entre el sistema EnvZ/OmpR y el nivel de 

expresión de OmpF en las cepas mutantes seleccionadas con 

antimicrobianos, en los CazE11 y LmfE7 se asoció la disminución de la 

expresión de la porina F con un incremento en la expresión de micF por un 

mecanismo en el que podrían estar involucrados el operón marRAB y/o 

soxRS, mientras que en CazE7 el activador transcripcional rob podría estar 

implicado. 

 

10.  Las CMIs de las quinolonas (ácido nalidíxico, norfloxacina y 

lomefloxacina) fueron las que experimentaron un mayor incremento en los 

procesos de selección tanto con antimicrobianos como drogas no 

antimicrobianas. Especialmente en los mutantes seleccionados con 

lomefloxacino y en los seleccionados con diazepam o salicilato sódico. 
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11. Entre los mecanismos responsables de la resistencia a quinolonas, la sobre-

expresión de sistemas de eflujo activo protón dependientes jugaron  un 

papel importante tanto en los mutantes seleccionados con antimicrobianos 

como en los mutantes seleccionados con diazepam o con salicilato sódico. 

Defectos en la permeabilidad sumados a la expulsión activa fueron factores 

determinantes en los incrementos de resistencia a quinolonas observados en 

estos mutantes. 

 

12. Es posible que la sobre-expresión simultánea de los sistemas de eflujo o 

expulsión activa AcrAB-TolC y AcrEF-TolC contribuyeran al incremento 

de la resistencia a quinolonas, beta-lactámicos, cloranfenicol y tetraciclina 

observado en los mutantes seleccionados tanto con antimicrobianos como 

con diazepam o salicilato sódico. 

 

13. El incremento de resistencia al aztreonam observado en los mutantes (4-8 

veces en los mutantes seleccionados con antimicrobianos y 2-4 veces en los 

seleccionados con diazepam o salicilato sódico) podría estar asociado a la 

sobre-expresión de AcrD.  

 

14. El desarrollo de fenotipos de múltiple resistencia a antimicrobianos tanto en 

las cepas seleccionadas con antimicrobianos como en aquellas 

seleccionadas con diazepam o con salicilato sódico se asoció a una mayor 

expresión de PBP3, concordante con el mayor incremento de resistencia 

observado a aztreonam, ceftazidima y cefpirome en los mutantes 

seleccionados. 

 

15. El incremento de resistencia a Mitomicina C observada en los mutantes 

estudiados, sumado a los cambios morfológicos detectados consistentes en 

un acortamiento de los bacilos, y los indicios de hiperexpresión de AcrF 

sugieren que la amplificación sdiA podría estar involucrada en los fenotipos 

de multirresistencia seleccionados con antimicrobianos, con diazepam o con 

salicilato sódico.  
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