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RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antibidticos puede
residir en el cromosoma y/o plasmidos; sin embargo,
una bacteria puede modificar la resistencia por el uso
de agentes tales como los intercaladores del ADN,
entre los cuales estan los antibioticos antraciclinicos.
En este trabajo se evaluo el efecto de la 4’-epi-
doxorubicina (4EPI) sobre los plasmidos de
Enterobacterias nosocomiales con resistencia a la
ampicilina (Amp). Tanto la Amp como la 4EPI mostraron
un efecto variado sobre las cepas en estudio. Los
resultados muestran que la metodologia debe ser
adaptada a cada microorganismo en estudio y el
resultado mas relevante fue el efecto negativo sobre el
plasmido a las concentraciones 2 mg/mL y 0,00002 mg/
ml de 4EPI para Klebsiella pneumoniae PIN147.

ABSTRACT

The antibiotic bacterial resistens is confered for
cromosoma and plasmids. However this characteristic
could be lost for the treatment with a DNA intercalator,
for example the antraciclins. In these paper the effect
of the 4’-epi-doxorubicin over the plasmid founded in
nosocomial enterobacteries has been evaluated.
Ampicilin and 4’-epi-doxorubicin showed varied
effects, for example in K. pneumoniae PIN147, 4’-epi-
doxorubicin in two differents concentrations (2 mg/ml
and 0,00002 mg/ml) exhibit a negative effect over the
plasmid. The variety effect observed indicated that
these metodology must be adapted to a each
microorganism.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibioticos puede
residir tanto en el cromosoma como en unos elementos
extracromosomicos denominados plasmidos
(Koneman et al. 2001), los cuales pueden curarse. El
“CURADO DE PLASMIDO” es un proceso mediante
el cual un agente fisico o quimico hace que una bacteria
modifique la resistencia a un antibidtico debido a la
pérdida de informacion que codifica dicha resistencia
(Achtman et al. 1977), (Willetts et al. 1980). El concepto
de intercalacion fue introducido por Lerman en 1.964,
quien postuld el modelo de intercalacion mediante
complejos ADN-Acridina. Los antibidticos
antraciclinicos, se caracterizan por presentar un grupo
cromoforo tetrahidroantracenquinonico, constituido
por tres anillos hexagonales planos; asi encontramos
que el mecanismo de accion de estos antibiodticos, se
ha descrito como la intercalacion en el ADN (Pigram
et al. 1972). En 1.963, estudios realizados
independientemente, por grupos de investigadores en
Italia (Grein et al. 1963) y en Francia (Dubos ef al.
1963), reportaron un antibidtico antraciclinico que
mostro tener actividad antineoplasica contra tumores
de animales al que denominaron daunorubicina (Di
Marco et al. 1969). Se han preparado y estudiado
cientos de derivados antraciclinicos, en busca de un
derivado mas efectivo y menos toxico, unos de ellos
es la 4EPI (Arlin ef al. 1990), (Berman ef al. 1991),
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(Goodman et al. 1996). En ensayos anteriores este
antibidtico, mostr6 un efecto negativo sobre la funcion
del plasmido pUC19 presente en la cepa Escherichia
coli DH5a (Diaz, 1999), (Colmenares et al. 2000) que
junto a su alta efectividad y bajos efectos toxicos se
convirtio en el antibidtico de eleccion para estudiar su
efecto en el Curado de plasmidos, presentes en
bacterias patégenas nosocomiales que portan
resistencia a antibioticos B-lactimicos (Amp).

o oH Cl)‘H
| CH—— CH2 —— OH
N\
|
ocH3 o0 oH |y
HO
H
NH2
Figura 1

Estructura quimica de la 4’-epi-doxorubicina

OBIJETIVO

Evaluar el efecto diferencial del antibiodtico
antraciclinico 4EPI sobre plasmido y cromosoma en
las siguientes cepas: K. pneumoniae PIN147, K.
pneumoniae PIN240, K. pneumoniae pAM/103 y
Proteus mirabilis pAM/83, proveniente de aislados
nosocomiales.

MATERIALES

I .- Material Biologico:

— K. pneumoniae pAM/103:

Fenotipo: lactosa’, ampicilina’, cefalotina"y
carbenicilina”.

— K. pneumoniae PIN147:

Fenotipo: ampicilina sulbactam®, gentamicina®,
akamicina®, imipenem®, cefoxitina®, cefotaxima’ y
azitromicina’.

— K. pneumoniae PIN240:

Fenotipo: ampicilina sulbactam’, gentamicina®,

akamicina®, imipenem®, cefoxitina®, cefotaxima’ y
azitromicina".
— P, mirabilis pAM/83:

Fenotipo: lactosa, ampicilina’, cefalotina"y
carbenicilina’.
II .- Antibidticos:
— Presion selectiva:
Ampicilina: AMP
Concentracion de trabajo: 100 pg/ml.

Antibiotico de ensayo:
4’-epi- doxorubicina
Solucion Patron: 2mg/ml.

METODOLOGIA

I.- Evaluacion del efecto de la Amp sobre el
crecimiento de las cepas bacterianas: K. pneumoniae
PAM103, K. pneumoniae PIN147, K. pneumoniae
PIN240 y P. mirabilis pAMS83: Se¢ prepard un
preindculo de cada microorganismo en 1ml Caldo
Tripticasa Soya con Amp (100ug/ml) y se incubaron
por 24 horas a 37°C. Se inocularon 3ml de Caldo
Tripticasa Soya teniendo Amp, con 300yl de preindculo
y se incubaron a 37°C con agitacion, haciendo lecturas
espectrofotométricas a una longitud de onda de 600nm
cada treinta minutos hasta alcanzar una Densidad
Optica (DO) de 0,5. A partir de este cultivo se realizaron
diluciones sucesivas 1:10 en NaCl 0.8% para cada
microorganismo, en un rango de 10" a 10”7. Partiendo
de la dilucion optima de trabajo (aquella en la que se
obtienen colonias contables de cada cepa) se
sembraron 3, seis veces cada una, con asa calibrada
en dos placas de Agar Tripticasa Soya (1 placa +AMP
y 1 placa —AMP), posteriormente fueron incubados a
37°C por 24 horas. Al término de este tiempo se realizo
el conteo de las UFC en cada placa (Colmenares et al.
2000).

IL.- Determinacion del efecto diferencial de la 4EPIL,
a concentraciones seriadas, sobre el plasmido de las
cepas: K. pneumoniae pAM103, K. pneumoniae
PIN147, K. pneumoniae PIN240 y Proteus mirabilis
PAMS3: Se utilizéo la Amp como presion selectiva
tomando en cuenta las mismas consideraciones del
ensayo anterior. El efecto de la 4EPI sobre el plasmido,
fue medido, siguiendo la metodologia antes descrita
con las siguientes modificaciones: a partir de una
concentracion madre de 2mg/ml del antibidtico 4EPI
se realizaron 5 diluciones seriadas 1:10 en agua
destilada, que corresponden a las siguientes
concentraciones: 0,2 mg/ml, 0,02 mg/ml, 0.002 mg/ml,
0,0002 mg/ml y 0,00002 mg/ml, de las cuales se
colocaron 5ul, sobre cada gota de suspension
bacteriana previamente sembrada. Las placas se
incubaron en estufa a 37°C por 24 horas (Colmenares
et al.2000).

45



46

Lapenna, E., Sanchez, R., Diaz, L., Grassi, C., Medina,
G., Andrade, E. Efecto diferencial de la 4’-epi-
doxorubicina sobre plasmido y cromosoma en
aislados de enterobacterias con resistencia a
antibidticos P-lactamicos

Revista pE LA FacuLtap pe Farmacia Vol. 45 (1) 2003

CRITERIOS PARA EL ANALISIS

I.- EFECTO DE LA AMP SOBRE EL
CRECIMIENTO DE LAS CEPAS EN ESTUDIO

a. Un crecimiento igual de UFC en placas con y
sin Amp implica que la concentracion de Amp es menor
que la concentracion minima inhibitoria (CMI) de Amp
(128 pg/ml) referida para la B-lactamasa de origen
cromosomal (Araque et al. 1997); en consecuencia es
suficiente con la expresion de esta enzima para que se
manifieste la resistencia bacteriana. En este caso no
podemos medir el efecto sobre plasmido y cromosoma.

b. Un crecimiento menor de UFC en placas con
Amp con respecto a placas sin Amp implica que la
concentracion de Amp es mayor que la CMI de Amp
referida para la b-lactamasa de origen cromosomal
(Araque et al. 1997); en consecuencia la resistencia se
manifiesta a expensas de la expresion de la b-lactamasa
de origen plasmidico. En este caso podemos medir el
efecto sobre plasmido y cromosoma.

IL.-EFECTO DIFERENCIAL DE LA 4-EPI-
DOXORUBICINA SOBRE PLASMIDO Y
CROMOSOMA

Tomando en consideracion que la concentracion
de Amp es mayor de 128 pg/ml, suficiente para inducir
la expresion del plasmido, manifestandose la resistencia
a la ampicilina, establecimos lo siguiente:

a. Un crecimiento igual de UFC en placas con y
sin Amp (presion selectiva), mas 4EPI; implica un
mayor efecto (intercalacion) sobre el cromosoma, sin
poderse apreciar la expresion del plasmido.

b. Un crecimiento diferente de UFC en placas con
y sin Amp (presion selectiva), mas 4EPI; implica un
mayor efecto (intercalacion) sobre plasmido,
observandose interferencia en la expresion del mismo
(Colmenares et al. 2000).

b.1. Un crecimiento de UFC mayor en placas con
ampicilina mas 4EPI que en placas sin ampicilina mas
4EPT; implica un efecto positivo sobre el plasmido, es
decir, que la suma de los dos antibidticos potencian la
expresion del plasmido.

b.2. Un crecimiento de UFC menor en placas con
ampicilina mas 4EPI que en placas sin ampicilina mas
4EPI; implica un efecto negativo sobre el plasmido, es
decir, que la b-lactamasa no protege a la bacteria contra
la ampicilina.

b.3. Llamamos efecto sinérgico a la adicion de los
efectos del antibiotico de ensayo (4EPI) y del
antibiotico que representa la presion selectiva

(ampicilina) sobre el crecimiento de la cepa, en positivo
(mayor crecimiento que el control sin ampicilina) o en
negativo (menor crecimiento que el control sin
ampicilina).
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Grafico 1. Efecto de la AMP sobre la cepa
K. pneumoniae pAM103 y K. pneumoniae

PIN240 (Valor Observado)

Se observa un crecimiento igual de la cepa K.
pneumoniae pAM103 y PIN240 en presencia y
ausencia de Amp. Segtlin los criterios para el analisis,
no se puede medir el efecto sobre el plasmido y/o
cromosoma, en estas cepas.
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Grafico 2. Efecto de la AMP sobre
la cepa K. pneumoniae PIN147

Se observa un crecimiento menor de la cepa K.
pneumoniae PIN147 en presencia de Amp con respecto
al crecimiento de la cepa en ausencia de la misma. En
consecuencia, la Amp en este ensayo mostro un efecto
inhibitorio del crecimiento de la cepa de 24%. De
acuerdo a los criterios establecidos para el analisis, se
puede medir el efecto diferencial sobre el plasmido y
cromosoma.
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Grafico 3. Efecto de la 4EPI
a concentraciones seriadas sobre
el plasmido de la cepa K. pneumoniae PIN147

Con base en los criterios para el analisis, se
encontrd que a las concentraciones 2 mg/ml (SD) y
0,00002 mg/ml (D5), 1a4EPI gjerci6 un efecto plasmidico
sobre la cepa, por el crecimiento diferencial observado
entre las placas con y sin Amp.
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Grafico 4. Efecto de la AMP sobre
la cepa P. mirabilis pAM83

La Amp mostréo un efecto inhibitorio del
crecimiento de la cepa de 50%. De acuerdo a los criterios
establecidos para el analisis, se puede medir el efecto
diferencial sobre el plasmido y cromosoma.
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Grafico 5. Efecto de la 4EPI
a concentraciones seriadas sobre
el plasmido la cepa P. mirabilis pAM83

Se observé un crecimiento diferencial entre placas
cony sin AMP, en presencia de 4EPI; sin embargo, no
se obtuvieron valores estadisticamente significativos
que demuestren efecto alguno sobre el plasmido de
esta cepa.

Tabla 1
EFECTO DIFERENCIAL DE LA 4EPI SOBRE PLASMIDO
Y CROMOSOMA DE LAS CEPAS K. pneumoniae
pAM103, K. pneumoniae PIN147, K. pneumoniae
PIN240 y P. mirabilis pAM83

CEPAS BACTERIANAS
K. 1 i K. p i K. p i K. f i
pAM103 PIN147 PIN240 PIN147
EFECTO EFECTO EFECTO EFECTO EFECTO EFECTO EFECTO EFECTO}

CROMOSOMA |PLASMDO| CROMOSOMA| PLASMDO| CROMOSOMA| PLASMIDO CROMOSOMA| PLASMIDG
C. |-AMP[+AMP| +AMP |-AMP|+AMP| +AMP |-AMP|[+AMP| +AMP  [-AMP|+AMP| +AMP
EPI
sp| - | + | ND | - - - + | - | ND - | NE | NE
D1 | + |NE| ND | - - + - | NE| ND -
D2 |[NE| + | ND | + [ NE| NE | - - | ND - +
p3| + | - [ ND| - [ + + - - | NnD - | NE | NE
pa| - | - | no [NE|[NE|[ NE |+ | - | ND
ps| - | + | NnD | + | - - |INe| - | nND |- +

-AMP: sin ampicilina, +AMP: con ampicilina, C: EPI: concentracién de
4EPI, SD: 2mg/mL, D1: 0,2mg/mL, D2: 0,02mg/mL, D3: 0,002mg/
mL, D4: 0,0002mg/mL, D5: 0,00002mg/mL, ND: no determinado
NE: no se observo efecto; +: mayor crecimiento; -: menor crecimiento
(Ver criterios para el analisis).

De los microorganismos estudiados, la cepa que
arrojo mejores resultados fue la K. pneumoniae PIN147,
en la cual se logro observar un efecto (intercalacion)
negativo sobre el pldsmido a la menor concentracion
de 4EPI (0,00002 mg/ml). Mientras que en las cepas K.
pneumoniae pAM103, PIN240 y P. mirabilis pAM83
no se pudo determinar el efecto diferencial sobre
plasmido y/o cromosoma, a pesar de que la Amp,
mostréd un efecto inhibitorio del crecimiento sobre la
cepa P. mirabilis pAM&3.

CONCLUSIONES

1.- El método utilizado para el analisis debe ser
adaptado a cada microorganismo en estudio;
verificando principalmente el medio de cultivo y las
condiciones Optimas de: diluciéon bacteriana y
concentracion de antibiodtico utilizado como presion
selectiva para lograr la expresion del plasmido.

2.- K. pneumoniae PIN147:

La Amp mostré un efecto inhibitorio del 24% sobre
el crecimiento de esta cepa. Mientras que la 4EPI a la
concentracion de 2 'y 0,00002 mg/ml mostr6 un efecto
(intercalacion) negativo sobre el plasmido de esta cepa,
siendo esta tltima la concentracion ideal para modificar
la resistencia mediada por el plasmido.
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3.- K. pneumoniae pAM103 y PIN240:

La Amp no ejercidé ningun efecto sobre el
crecimiento de ambas cepas. No se pudo medir el efecto
diferencial sobre el plasmido y/o cromosoma, ya que
la concentracion de Amp no fue suficiente para inducir
la expresion del plasmido.

4.- P. mirabilis pAMS83:

El método no fue apropiado para evaluar el efecto
de la 4EPI sobre la cepa P. mirabilis pAMS83; ya que,
no se obtuvieron valores estadisticamente
significativos que demuestren efecto alguno sobre el
plasmido de esta cepa.

5.- El efecto plasmidico es independiente del efecto
cromosoma y viceversa, lo cual indica que el antibiotico
(4EPI) puede intercalarse en plasmido y/o cromosoma;
siendo este ultimo dependiente de la concentracion
de 4EPIL.
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