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RESUM

Les quinolones sén agents sintétics amb un ampli ventall d’accié. Han estat dels agents més
emprats al moén, la qual cosa ha conduit a I'aparici6é d’alts nivells de resisténcia als mateixos.
Actualment es coneixen diferents mecanismes de resisténcia: 4) mutacions a les dianes, b) pro-
blemes de permeabilitat, c) accié6 de bombes d’expulsi6, d) proteccié de les dianes i ¢) nivells
d’expressi6 dels gens codificadors de les dianes de les quinolones.
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SUMMARY

Quinolones are synthetic agents with a wide activity spectrum. These agents have been ex-
tensively used, being considered one of the most consumed antibacterials at world wide level.
This fact has resulted in the appearance of high levels of quinolone-resistance. Currently dif-
ferent mechanisms of resistance have been described: 1) target mutations, 2) impermeability, 3)

efflux pumps, 4) target protection and 5) levels of target expression.
Keywords: quinolones, resistance, DNA gyrase, topoisomerase 1v, active efflux, gnr.

INTRODUCCIO

Les quinolones sén antibacterians d’origen
sintétic, que deriven de I'acid nalidixic (NAL),
agent sintetitzat1’any 1962 (Lesher et al., 1962).
Originalment aquests agents només eren ttils
davant d’infeccions urinaries, pero des de la
incorporacié d’un atom de fluor a la posicio 6,
fet que succef a la darreria dels anys setanta, i
amb el desenvolupament de la norfloxacina,
agent que obri l'era de les quinolones fluo-

rades o fluoroquinolones (FQ), varen ampliar
considerablement llur espectre d’accié i varen
abastar un ampli ventall d’aplicacions, fins
al punt que a les acaballes del segle xx la
ciprofloxacina, possiblement el membre més
conegut d’aquest grup d’antibacterians, esde-
vingué I'agent antibacteria més emprat al mén
(Acar i Goldstein, 1997). Aquest elevat nivell
d’is amaga, no obstant aix0, fortes diferencies
geografiques, associades d’una manera direc-
ta al seu elevat cost economic, que ha fet que
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en nombrosos paisos pobres hagin estat molt
poc o gens emprades. De fet, fins no fa gai-
re temps, els patogens provinents d’aquestes
arees geografiques eren molt sensibles a les
quinolones, perd d'un temps enga hi ha un
constant increment de soques resistents, fet
que ha estat relacionat amb problemes de con-
trol del'ts que es fa dels antimicrobians, i amb
la introduccié de quinolones de primera gene-
racid, com 1’acid nalidixic per al tractament de
diverses malalties, o amb 1'tis de quinolones
de producci6 illegal que no tenen cap garan-
tia (Hart i Kariuki, 1998).

També cal fer esment que llurs aplicaci-
ons no es limiten a la medicina humana: sén
emprats a bastament en veterinaria. De fet,
aquest Us veterinari s’ha associat en alguns ca-
sos especifics, com Campylobacter jejuni, amb
I'increment dels nivells de resistéencia (Endtz
et al., 1991).

MECANISMES D’ACCIO

Les quinolones actuen inhibint I'acci6 de les
topoisomerases de tipus 11. Actualment es co-
neixen dos enzims pertanyents a aquest grup,
la DNA-girasa i la topoisomerasa 1v. Ambdods
son enzims tetramerics que posseeixen una
forta semblanca estructural i sén formats per
dues subunitats A i dues subunitats B (GyrA
i GyrB en el cas de la DNA-girasa, i ParC i
ParE pel que fa a la topoisomerasa 1v); tam-
bé s’assemblen en la seqiiéncia d’aminoacids
(existeix una forta homologia entre GyrA i
ParC per una banda, i entre GyrB i ParE per
l'altra), i estan relacionats amb els processos
de replicaci6 i segregacié del cromofor bac-
teria. Aixi, la funcié principal de la DNA-
girasa és la de catalitzar el superenrotllament
negatiu del DNA, mentre que, pel que fa a
la topoisomerasa 1v, sembla ser la segrega-
ci6 dels cromosomes després de la duplicacié
(Ruiz, 2003).

Per a exercir aquesta inhibicid, les quinolo-
nes interaccionen a la vegada amb el DNA ila

diana. En el cas de la DNA-girasa, s’ha postu-
lat que les quinolones produeixen I’existéncia
de forquetes de replicaci6é obertes, ates 1’an-
coratge d’aquest enzim amb el DNA, que el
bacteri interpreta com la preséncia de lesions
al seu cromofor, amb la qual cosa activa el sis-
tema SOS, que en l'intent de reparar aquestes
lesions acabaria provocant la mort bacteriana
(Piddock i Walters, 1992).

MECANISMES DE RESISTENCIA

Actualment es coneixen cinc mecanismes
de resistencia a quinolones. Aquests sén:

a) Alteracions de llurs dianes.

b) Impermeabilitat de membrana.

c) Expulsi6 activa.

d) Protecci6 de les dianes.

e) Expressi6 de les dianes.

De tots aquests el més rellevant en soques
cliniques és la presencia d’alteracions en les
topoisomerases de tipus 11 (Ruiz, 2003), mal-
grat que recents estudis semblen indicar que
fins ara la contribuci6 real dels sistemes d’ex-
pulsié activa al desenvolupament de resis-
téncies a quinolones ha estat menyspreada
(Saenz et al., 2004).

Alteracions a les dianes

La diana primaria de les quinolones depen
de dos factors: el tipus de microorganisme i la
quinolona especifica. De manera general, en
microorganismes gramnegatius la diana prin-
cipal és GyrA, mentre que en grampositius
és ParC (anomenat GrIA en Staphylococcus au-
reus), encara que algunes quinolones, com la
clinafloxacina o la moxifloxacina, posseeixen
la mateixa afinitat per tots dos enzims (Takei
et al., 2001).

El major nombre d’estudis s’ha desenvo-
lupat sobre Escherichia coli. En aquest micro-
organisme s’han descrit mutacions relaciona-
des amb el desenvolupament de resistencia a



quinolones als gens codificadors de les qua-
tre subunitats (vegeu les taules 1 i 2), encara
que no totes aquestes mutacions posseeixen
la mateixa importancia. Aixi, in vivo, les mu-
tacions més importants son al gyrA, i les de
parC sén les segones en importancia, men-
tre que sén gairebé absents les mutacions en
gyrB ino se n’han descrit en parE (Ruiz, 2003).
In vitro, les mutacions en gyrA i parC conti-
nuen essent les més importants, pero hi han
estudis que donen la mateixa rellevancia a les
mutacions de gyrB (Nakamura et al., 1989).
Tanmateix, inicament in vitro s’ha descrit una
mutaci6 en parE (Breines et al., 1997),is’ha de
tenir en compte que només comporta un in-
crement en la resisténcia a quinolones en pre-
séncia d'una mutacié concomitant en gyrA.
Aquest esquema seria extrapolable a la gran
majoria de microorganismes gramnegatius,
mentre que en els grampositius les mutacions
en gyrB i parE es troben en més codons i més
freqiientment que en gramnegatius, malgrat
que el rol d’algunes com a causa de resisten-
cia a quinolones no esta plenament establert i
fins i tot és dubtds (Ruiz, 2003). De la matei-
Xa manera, no totes les substitucions descrites
en una mateixa subunitat tenen la mateixa im-
portancia, ni afecten igualment els nivells de
resistencia.

Classicament, en gyrA la regié on es detec-
ten les mutacions implicades en el desenvo-
lupament de resistencia a quinolones ha estat
anomenada amb les sigles QRDR (de I'angles
quinolone resistant determining region), i s’estén
des del codé 67 fins al 106. No obstant aixo, ja
s’han descrit mutacions en codons situats fora
d’aquesta regi, i s’ha demostrat, almenys pel
que fa a les situades al cod6 51 d’E. coli, llur
paper en el desenvolupament de resisténcia a
quinolones (Friedman et al., 2001). El mateix
succeeix en d’altres microorganismes gramne-
gatius, on també s’han descrit mutacions fora
de la QRDR, com seria el cas de les mutaci-
ons al codé 119 de Salmonella sp. (Griggs et
al., 1996).

En E. coli, actualment, s’han descrit mutaci-
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TAuULA 1. Substitucions associades

amb resisténcia a quinolones en GyrA i GyrB d’E. coli

Codo Aminoacid salvatge Substitucions descrites

a) Substitucions descrites en GyrA

51 Ala Val

67 Ala Ser

81 Gly Cys, Asp

82 Asp Gly

83 Ser Leu, Trp, Ala, Val

84 Ala Pro, Val

87 Asp Asn, Gly, Val, Tyr, His
106 Gln Arg, His

b) Substitucions descrites en GyrB

426 Asp Asn
447 Lys Glu

ons als codons 51, 67, 81, 82, 83, 84, 87 i 106,
encara que les mutacions als codons 51, 67,
82 i 106 només s’han trobat en mutants de
laboratori (vegeu la taula 1). De totes les muta-
cions suara esmentades les més freqiientment
descrites tant en E. coli com en la gran majo-
ria de microorganismes gramnegatius son les
que afecten el codd 83. Aquest, de fet, es po-
dria considerar el primer punt de mutaci6 en
aquests microorganismes (Ruiz, 2003). Una de
les possibles i escasses excepcions seria Salmo-
nella sp., microorganisme on semblen ser més
freqiients les mutacions que ocupen el cod6 87
(Cabrera et al., 2004; Piddock et al., 1998).

La presencia de només una d’aquestes mu-
tacions al gyrA s’associa amb un alt nivell de
resisténcia a NAL, pero tan sols amb una sen-
sibilitat disminuida a les fluoroquinolones, i
és necessari el concurs d’altres mutacions al
gyrA o en altres dianes (normalment parC)
per a assolir resistencia plena a fluoroquino-
lones. Cal fer esment que, com veurem més
endavant quan parlem de bombes d’expulsié,
aquest fet, malgrat que és plenament conside-
rat arreu, fins al punt que en alguns microor-
ganismes es considera el NAL com a marca-
dor de resisténcia del grup de les quinolones
(Hakanen et al., 1999; Ruiz et al., 2002), cosa
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que en clinica és plenament valida, no és es-
trictament veritat.

L'ts dels nivells de resistencia a 1’acid nali-
dixic per a determinar la viabilitat dels tracta-
ments amb fluoroquinolones es deu al fet que
s’ha descrit un major nombre de fallides te-
rapeutiques amb fluoroquinolones en soques
NALR sensibles a fluoroquinolones (Wain et
al., 1997); tanmateix, estudis in vitro han mos-
trat que aquestes soques esdevenen més fa-
cilment resistents a fluoroquinolones que so-
ques sense cap mutacié a les dianes (Ruiz et
al., 2002), ja que veuen facilitada la possibili-
tat d’adquirir una nova mutacio.

Com s’ha dit, diferents substitucions en un
mateix cod6 donen lloc a diferents nivells de
resisténcia; aixi, a tall d’exemple, diferents es-
tudis han mostrat que les substitucions al co-
do 83 que donen com a resultat un residu Ala
donen nivells de resisténcia més minsos que
quan la substituci6 és Leu o Val, per exemple.
En aquest sentit és notable que a partir d'una
soca resistent a NAL (MIC de 32 ug/ml) que
posseia una Ala al cod6 83 es varen obtenir,
fent-la créixer en presencia de lomefloxacina,
una soca mutant in vitro amb una MIC de NAL
de 2.048 ng/ml, on només variava el fet que el
cod6 83 havia mutat i en comptes d'una Ala
hi havia una Val (Tavio et al., 1999). Aquestes
soques amb Ala al codé 83 semblen ser més
freqiients en treballs desenvolupats amb so-
ques provinents de paisos de baixa renda (Vila
et al., 2000, 2001), possiblement pel fet que en
aquests paisos la quinolona més emprada és
el NAL, la menys potent de les quinolones
comercialitzades. Aquests fets s’han associ-
at amb els mecanismes d’interaccié entre les
quinolones i llurs dianes. Actualment el més
acceptat és el que considera que I’aminoacid
83 és el punt d’interaccié del radical que les
quinolones posseeixen en posicié 1, mentre
que I'aminoacid 87 seria on interaccionaria el
radical en posicié 7 de les quinolones. Aixi,
diferents substitucions afectarien de manera
diferent aquestes interaccions, afavorint o in-
terferint amb la uni6 de les quinolones.

Malgrat tot, cal assenyalar que el fenotipus
NALS FQR ha estat descrit de manera puntual
tant in vitro com in vivo. In vitro ha estat descrit
en E. coli, i és degut a les mutacions Gly-81 en
Asp o Asp-82 en Gly. Tanmateix, s’ha descrit
en algunes soques esporadiques de Campylo-
bacter jejuni, sense que s’hagi aclarit el meca-
nisme responsable (Ruiz, 2003). L"anic micro-
organisme d’interes clinic en qué sembla que
aquest fenotipus sigui la norma habitual és
Stenotrophomonas maltophilia, microorganisme
en que, de manera interessant, les mutacions
a les dianes de les quinolones sembla que no
tenen cap paper en la resisténcia a quinolones,
is’ha suggerit la preséncia de potents bombes
d’expulsi6 (Ribera et al, 2002b; Ruiz, 2003).

La forta semblanca estructural que hi ha
entre les dues dianes fa que les principals
mutacions descrites en parC siguin ubicades
en punts equivalents als descrits per a gyrA.
Aixi, en E. coli, s’han descrit mutacions als co-
dons 78, 80 i 84 (que equivalen als 81, 83 i 87
de gyrA) (vegeu la taula 2); en altres micro-
organismes s’han descrit mutacions en d’al-
tres codons, com al 79 —descrites en Shigella
flexneri, Haemophilus influenzae o Streptococcus
pneumoniae (Ruiz, 2003). Una mutacié descrita
tan sols en S. aureus afecta el cod6 116 (Ala a
Glu o Pro); aquesta mutaci6 seria a 'aminoa-
cid analeg al 119 de gyrA de Salmonella sp.

Les mutacions a les subunitats gyrB i parE
gaudeixen de molta menys importancia, espe-
cialment pel que pertoca a gramnegatius. En
E. coli s’han descrit mutacions als codons 426 i
447 de gyrB i al 445 de parE (vegeu les taules 1
i 2). Tanmateix, en Salmonella sp. s’ha associat
la preséncia de mutacions al codé 463 de gyrB
(Ser a Tyr) amb el desenvolupament de re-
sistencia a quinolones (Gensber et al., 1995).
En grampositius la rellevancia de les mutaci-
ons en aquestes subunitats sembla més gran,
encara que normalment hi sén presents en
companyia de mutacions en gyrA o parC.

En microorganismes grampositius s’ha des-
crit la capacitat d’adquirir per transformacié
natural fragments dels gens gyrA o parC d’es-



TAULA 2. Substitucions associades
amb resisténcia a quinolones en ParC i ParE d’E. coli

Codo Aminoacid salvatge Substitucions descrites

a) Substitucions descrites en ParC

78 Gly Asp

80 Ser Ile, Arg

84 Glu Lys, Val, Gly
b) Substitucions descrites en ParE

445 Leu His

pécies properes i incorporar-los en llur geno-
ma. Si aquests fragments estan mutats, amb
aquests s’adquireix la resisténcia a quinolo-
nes. A hores d’ara s’ha descrit aquest feno-
men en Streptococcus pneumoniae i en Strepto-
coccus del grup viridans (Janoir et al., 1999;
Ruiz, 2003)

Impermeabilitat de membrana

Els problemes de permeabilitat afecten desi-
gualment les quinolones en funcié de llur
grau d’hidrofobia. Aixi, totes les quinolones
poden penetrar als bacteris per porines, perd
només aquelles més hidrofobiques poden pas-
sar pel mig de la bicapa lipidica.

Usualment, els problemes de permeabilitat
s’associen amb un minvament en I'expressié
d’alguna porina. En E. coli s’ha associat un
descens en el nivell de la porina OmpF amb
un increment en els nivells de resisténcia de
determinades quinolones (Ruiz, 2003). Aquest
és un mecanisme de resistencia multiple que
afecta altres antibiotics no emparentats, ja que
aquesta porina és la porta d’entrada de di-
versos antimicrobians (Cohen et al., 1989). La
regulaci6 de la sintesi d’'OmpF esta mitjanga-
da per micF, un regulador antisentit, que pro-
duiria una repressié posttranscripcional de la
sintesi d’OmpF. La preséncia d’aquest regula-
dor, a la vegada, estaria controlada pels siste-
mes MarRAB o SoxRS, sistemes de regulaci6
induibles per diferents substrats, incloses les
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quinolones, que estan rere el control de dife-
rents gens i afavoreixen alhora el descens de
la preséncia de determinades porines (p. ex.:
OmpF) i la sobreexpressié d’algunes bombes
d’expulsié.

Cal fer esment que la composici6 particular
de la membrana externa de diferents bacteris
ha estat associada amb nivells més grans de
resistencia basal a quinolones, com seria el cas
d’Acinetobacter baumannii i Pseudomonas aeru-
ginosa (Ruiz, 2003).

Expulsid activa

L'expulsi6é de quinolones ha estat conside-
rada durant molt de temps com un sistema
complementari, capa¢ de modular els nivells
de resisténcia deguts a la preséncia de mu-
tacions a les dianes, i que només en casos
excepcionals de sobreexpressié podria donar
lloc a resistencia a aquests antimicrobians.

Estudis recents han demostrat que la reali-
tat és més complexa, i d’aquesta manera s’ha
mostrat la presencia de trenta-set sistemes pu-
tatius d’expulsi6 activa en E. coli amb un rol
encara desconegut en la resisténcia a aquests
i d’altres agents (Nishino i Yamaguchi, 2001).
Aixi mateix, com s’ha esmentat abans, existei-
xen microorganismes, com S. maltophilia amb
potents bombes d’expulsi6, que per si ma-
teixes poden donar lloc a elevats nivells de
resisténcia (Ribera et al., 2002a; Ruiz, 2003).

De la mateixa manera, s’ha descrit en E. co-
li que en presencia de determinats inhibidors
de bombes d’expulsi6, com la Phe-Arg-f3-naf-
tilamida, una mutaci6 al codé 83 de gyrA no
pot per si mateixa produir resistencia a NAL
(Séenz et al., 2004). D’aquesta manera, soques
amb una mutacié en gyrA i amb nivells de
resisténcia a NAL de 64-1.024 pg/ml presen-
ten nivells de resistencia de 4-16 pg/ml quan
s’afegeix al medi aquest inhibidor. El mateix
efecte es detecta amb soques sensibles, sen-
se cap mutacié en llurs dianes; en aquestes
el nivell basal de resisténcia a NAL cau des
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de 2-4 pg/ml en absencia de 'inhibidor fins
a < 0,25-0,5 pg/ml. Aquests resultats sugge-
reixen la presencia constitutiva d'una bomba
d’expulsi6 amb la capacitat de reenviar NAL
al medi. En aquest mateix estudi s’observa
que la resisténcia a ciprofloxacina només es
veu afectada quan és més elevada del que cal-
dria esperar pel nombre i tipus de mutacions
en les seves dianes, la qual cosa fa pensar que
aquesta hipotetica bomba capag de reenviar
NAL al medi podria —a causa de petites alte-
racions estructurals que augmentessin la seva
afinitat per la ciprofloxacina o d'una sobre-
expressié—, encara que amb baixa eficiéncia,
reenviar al medi ciprofloxacina i modular els
nivells de resisténcia a aquest antimicrobia.
Encara que menor, aquest inhibidor també ha
mostrat posseir un cert efecte en els nivells de
resistencia de NAL en altres microorganismes
gramnegatius, com per exemple A. baumannii
(Ribera et al., 2002b).

En els microorganismes grampositius s’han
descrit sistemes d’expulsié que poden reen-
viar al medi quinolones; el millor estudiat és
el sistema NorA, de S. aureus. Aquest siste-
ma és dependent d’ATP, i és capag de reenviar
al medi quinolones hidrofiliques, com norflo-
xacina, pero no afecta les més hidrofobiques
(Ruiz, 2003). Actualment es coneixen diferents
bombes d’expulsid relacionades amb NorA en
altres microorganismes grampositius.

Proteccio de les dianes

El 1998 Martinez-Martinez et al. (1998) va-
ren fer la primera demostracié ferma de la
transferéncia plasmidica de la resisténcia a
quinolones, assumpte que havia estat centre
d’amplies discussions i que, malgrat que s’ha-
vien fet diverses descripcions al llarg de la
historia d’aquests agents, mai no havia estat
plenament establert (Ruiz, 2003). Posteriors
analisis d’aquests plasmidi varen demostrar
que carregava un gen, que va ser anome-
nat gnr, el producte del qual interaccionava

amb les dianes de les quinolones i minvava
la seva afinitat per les quinolones (Tran i Ja-
coby, 2002), encara que el mecanisme exacte
d’interacci6é roman sense identificar.

Aquest gen es troba flanquejat per 'ORF513,
OREF que ha estat descrit com a part dels ano-
menats integrons complexos, cosa que fa pensar
que aquest gen es troba dins d"un integré com-
plex de classe 1.

Aquest gen només ha estat descrit en E. coli
i en Klebsiella pneumoniae, pero la seva localit-
zaci6 plasmidica i el fet que estigui, probable-
ment, en un integré de classe 1, sén motius
prou suficients per a pressuposar-li una certa
facilitat per a estendre’s no tan sols dins d’a-
questes espécies, sind a d’altres. Actualment
el gen gnr ja ha estat descrit en paisos tan llu-
nyans com la Xina i els Estats Units, i s’han
trobat en el primer d’aquests paisos prevalen-
ces de més del 7 %, i de I'11 % als Estats Units.
(Wang et al., 2003, 2004).

Expressio de les dianes

Recentment, I'any 2003, es va descriure per
primer cop un increment en la resisténcia a
quinolones mitjan¢ant un minvament en els
nivells d’expressi6 de la topoisomerasa 1v (ra-
onablement, el mateix efecte s"hauria d’acon-
seguir amb un descens en els nivells d’ex-
pressi6 de la DNA-girasa). Aquest alentiment
s’associa amb la preséncia de mutacions al
promotor del gen que feien minvar el seu ni-
vell de transcripcié (Ince i Hooper, 2003).

Aquest fenomen es podria associar amb ob-
servacions dels anys noranta en les quals es
veia que un alentiment de la velocitat de crei-
xement d’E. coli es traduia en uns nivells més
grans de resistencia a les quinolones (Dalhoff
et al., 1995).

El fenomen roman sense explicar, malgrat
que es podria explicar per la preséencia d'un
menor nombre de lesions al DNA, i un temps
més gran perque l'actuacié del sistema SOS
pugui acabar reparant-les.
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