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1.1 Introducción 
 
 Las quinolonas son un grupo de antibacterianos sintéticos, en 1949  Price et al. (193), 

describió un derivado alcaloide, con una estructura parecida a las quinolonas pero sin 

actividad biológica. En 1960 Barton et al. (17), patentan unas 80 moléculas con estructura de 

quinolona (estructura que se detallará más adelante), una de las moléculas fue aislada de una 

solución  líquida durante la síntesis de la cloroquina, un agente antimalárico, el ácido 6-cloro-

1-H-4-oxoquinolina-3-carboxilico, este compuesto demostró tener actividad antimicrobiana 

(32). Posteriormente en 1962 se  patentó lo que sería la primera quinolona, el ácido nalidíxico 

(137), el cual fue introducido en la práctica clínica en 1967 (53). El ácido nalidíxico 

presentaba una modesta actividad frente a microorganismos Gram-negativos, y algunas 

limitaciones en cuanto a sus parámetros farmacodinámicos y farmacocinéticos, aunque las 

concentraciones alcanzadas en el tracto urinario eran altas, lo que le hizo un buen candidato 

para utilizar en el tratamiento de las infecciones urinarias causadas por enterobacterias 

(10,53). 

  

 La aparición del ácido nalidíxico marcó el inicio del desarrollo de las quinolonas 

(Figura 1). Aunque no fue hasta mediados de los años 70, cuando aparecen nuevos 

compuestos, en primer lugar aparecieron el cinoxacino, y el ácido oxolínico, los cuales no 

aportaban mejoras substanciales en comparación con el ácido nalidíxico, estos dos 

compuestos también estaban indicados para su uso en infecciones urinarias. En 1973 apareció 

la primera quinolona fluorada (con un grupo flúor en la posición 6), el flumequino (10,198), 

esta quinolona es unas diez veces más activa en comparación con el ácido nalidíxico frente a 

bacterias Gram-negativas (32,198), además ya presentaba actividad frente a bacterias Gram-

positivas (10,53,198). Aunque la primera molécula considerada como fluoroquinolona fue el 

norfloxacino que apareció años más tarde. 
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Figura 1. Cronología de la aparición de moléculas de quinolona 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Concretamente, entre finales de la década de los 70 y principios en la década de los 80 

apareció el norfloxacino. Y muy rápidamente se desarrollaron nuevas fluoroquinolonas, 

pefloxacino, enoxacino, lomefloxacino fleroxacino, ciprofloxacino y ofloxacino de manera 

más o menos simultanea. Estas nuevas fluoroquinolonas presentaban un mayor espectro de 

actividad, ampliado a organismos Gram-positivos y con una gran actividad sobre Gram-

negativos unas 1000 veces más que su antecesor, el ácido nalidíxico. 

  

 

Moxifloxacino

Moléculas Híbridas 
Quinolona-oxazolidinona

Quinolonas No Fluoradas

1960 1980 1990 2000-2005 Futuro 1970 

Ac.Nalidíxico Norfloxacino 
Temafloxacino
Sparfloxacino 

Flumequino 
Ac. pipedímico 
Ac. oxolínico 
Cinoxacino 

Ciprofloxacino
Ofloxacino 

Grepafloxacino 
Levofloxacino 
Trovafloxacino 
Gatifloxacino 

Gemifloxacino 
Garenoxacino 
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  En el caso del norfloxacino, lomefloxacino y enoxacino, por ejemplo, al igual que el 

ácido nalidíxico los parámetros farmacocinéticos, las concentraciones del fármaco en tejidos y 

sangre no eran suficientemente altas, mientras que si eran suficientes para su uso en 

infecciones urinarias (114,131,163,179), también el norfloxacino fue utilizado para la 

descontaminación intestinal en pacientes sometidos a transplantes por su absorción a nivel del 

tracto digestivo (82). Por otro lado el ciprofloxacino y el ofloxacino, por ejemplo, si 

presentaban una mayor biodisponibilidad, lo que favorecía el alcanzar altos niveles de 

antibiótico en sangre,  estas características permitieron el uso de estas moléculas para el 

tratamiento de infecciones sistémicas, además de las infecciones urinarias (163,263). 

  

 A principios de la década de los 90 aparecieron nuevas moléculas, el esparfloxacino y 

el temafloxacino (8,53), estas dos nuevas quinolonas mejoraban el espectro de actividad, 

especialmente frente a microorgansimos Gram-positivos como los neumococcos (41), y 

mejoraban su actividad frente a anaerobios (66,91,167), mientras que seguian manteniendo 

una cierta buena actividad frente a patógenos Gram-positivos como los estafilococos, parecida 

a la actividad del ciprofloxacino (10). 

 

 El desarrollo de nuevas moléculas se centró en mejorar la actividad frente a bacterias 

Gram-positivas, particularmente frente a neumococos, y bacterias anaerobias, a la vez que era 

condición que mantuvieran actividad frente a Gram-negativos. Esto llevo a finales de los años 

90 hasta nuestros días el desarrollo de nuevas fluoroquinolonas: gemifloxacino, 

trovafloxacino, moxifloxacino, levofloxacino, grepafloxacino, tosufloxacino, y clinafloxacino 

(53,179). Estas moléculas son activas para todos los patógenos primarios del tracto 

respiratorio, por este motivo  a  este  grupo  de  antimicrobianos  también  se  le conoce con el  
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nombre de “respirolonas”, y se caracterizan por tener una gran actividad frente a cocos Gram-

positivos así como frente a algunos patógenos intracelulares, manteniendo actividad frente a 

Gram-megativos (16,20,42,47,85,108,142,261,262).  Cabe destacar, que no todas las 

moléculas de este grupo han llegado a usarse en la práctica clínica diaria, muchas de ellas 

suspendieron sus ensayos clínicos y otras fueron retiradas del mercado debido a problemas de 

toxicidad y/o efectos adversos, como fue el caso de gemifloxacino, clinafloxacino, 

trovafloxacino o grepafloxacino (204). 

 

 Recientemente, y gracias al mayor conocimiento que se tiene de la relación estructura-

actividad de las quinolonas, se han desarrollado un nuevo grupo de quinolonas que se 

caracterizan por la ausencia del átomo de Flúor en posición 6, característico de las 

fluoroquinolonas. Estas nuevas moléculas son conocidas con el nombre de 

desfluoroquinolonas o quinolonas no fluoradas (QNF), siendo el garenoxacino el primer 

representante de este grupo (143), aunque esta molécula si presenta dos átomos de flúor en su 

estructura. El garenoxacino presenta un amplio espectro de acción y una muy buena actividad 

frente a Gram-positivos, superior a la del ciprofloxacino, asimismo también presenta actividad 

frente a Gram-negativos y anaerobios (143). Dentro de este grupo se están desarrollando 

nuevos compuestos, como el PGE-9262932, el PGE-9509924, el PGE-4175997, o el T-3912 

entre otros (121,202,265),  y si nos basamos en los datos de susceptibilidad “in vitro” estas 

QNFs son más activas que muchas fluoroquinolonas, como por ejemplo ciprofloxacino, 

trovafloxacino o gatifloxacino, siendo su actividad comparable al clinafloxacino (202).  

 

 Actualmente existen también nuevas  fluoroquinolonas en proceso de desarrollo, así 

podemos encontrar la molécula WCK771 que se encueran en fase I de desarrollo, la DK-507k 

o la ABT-492 (11,31,173). También se han descrito otras nuevas quinolonas E-4767 y E-5065 
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que como el clinafloxacino presentan un átomo de Cloro en su estructura (74). Todas ellas, 

como las anteriores, pretenden mejorar la actividad frente a patógenos Gram-positivos en 

especial frente a estafilococos y neumococos ya sean estos sensibles o resistentes a las 

anteriores quinolonas  y frente a microorganismos fastidiosos. 

 Como consecuencia del aumento de aislamientos de bacterias multirresistentes, otro 

grupo de antimicrobianos que se está desarrollando son los antibióticos híbridos. Esta es  una 

nueva aproximación, en lugar de buscar nuevas moléculas diana para el diseño de nuevos 

antibióticos, se unen dos núcleos de dos moléculas antibacterianas en una sola, de esta manera 

puede actuar sobre dos dianas distintas simultáneamente y ofrece la posibilidad de reducir la 

aparición de resistencias. Esta idea apareció por primera vez en 1994 al unir una molécula de 

quinolona con una sulfonamida, y aunque mejoraba la actividad “in vitro” respecto a 

ciprofloxacino o norfloxacino frente a cepas de estafilococo no se puede considerar como una 

molécula híbrida ya que ésta no retuvo la actividad como sulfonamida (5,111).  

 

 En este sentido se han diseñado y sintetizado recientemente moléculas híbridas, 

uniendo dos grupos de antimicrobianos, quinolonas y oxazolidinonas (86,110,111). Estas 

moléculas presentan una doble actividad, actuando sobre las mismas dianas que actuarían las 

moléculas de quinolona y oxazolidinona por separado. Estos híbridos  muestran una buena 

actividad frente a gran variedad de bacterias, incluyendo a estafilococos multirresistentes, 

enterococcos resistentes a vancomicina, estreptococcos, bacterias Gram-negativas 

“fastidiosas”.  

 

 También se han diseñado moléculas híbridas entre quinolonas y cetólidos (2). Estas 

moléculas presentan alguna ventaja y mejoran la actividad de los cetólidos aunque no se ha 

demostrado que también actúen como quinolona.  
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1.2 Estructura de las quinolonas   
 
1.2.1  Estructura básica. 
 
 

El nombre de quinolona se ha establecido y generalizado para favorecer la comparación 

entre moléculas de este grupo, dado que todas ellas comparten el mismo mecanismo de 

acción. De este modo podemos ver que todas estas moléculas poseen la misma estructura 

básica, es decir, el mismo núcleo (figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Estructura básica o núcleo de las quinolonas.  

 

Aunque, desde el punto de vista químico todas las quinolonas sintetizadas se engloban 

o derivan de 4 grupos (Figura 3): 

1. 4-oxo-cinolinas o 4-cinolonas. (Figura 3A) 

2. 4-oxo-piridopirimidinas o 4-pirimidonas. (Figura 3B) 

3. 4-oxo-quinolinas o 4-quinolonas. (Figura 3C) 

4. 4-oxo-naftiridinas o 4-naftiridonas. (Figura 3D) 
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De todas estas, solo las 4-quinolonas y las 4-naftiridonas han sido desarrolladas, ya 

que la presencia de un nitrógeno en posición 2 (figura 3A) o en posición 6 (figura 3B) dan 

lugar a una reducción notable de la actividad (88). 

 

El desarrollo de las quinolonas se ha visto favorecido, no solo por la posibilidad de 

modificar su estructura básica, sino también por la posibilidad de alterar seis radicales, es 

decir, todas las posiciones de la molécula, excepto 2, la posición 3 que presenta un radical 

carboxilo y la posición 4 con un radical ceto. Todas estas posibilidades de modificar o alterar 

la molécula va a dar lugar a variaciones en la actividad de las quinolonas frente a los 

microorganismos y a modificaciones en los parámetros farmacocinéticos, así como también se 

puede ver alterada la toxicidad de la molécula y las interacciones que presente con otros 

fármacos.  

 

De esta forma y por su fácil síntesis se han desarrollado una gran cantidad de 

compuestos, hasta el día de hoy hay unas 10.000 moléculas patentadas (8). Aunque la gran 

mayoría de ellas no han proliferado y no se han investigado debido a problemas de toxicidad 

o por el contrario no aportan ventajas sustanciales sobre las quinolonas existentes.  
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Figura 3.  Diferentes estructuras químicas que conforman el grupo de las quinolonas. 

 (A) 4-oxo-cinolinas o 4-cinolonas. (B) 4-oxo-piridopirimidinas o 4-pirimidonas 

 (C) 4-oxo-quinolinas o 4-quinolonas. (D) 4-oxo-naftiridinas o 4-naftiridonas.  
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1.2.2  Relación entre estructura y actividad. 
 

La actividad antibacteriana de la molécula de quinolona depende no solo de que posea 

el núcleo intacto, sino también de la naturaleza de los radicales periféricos que conforman la 

molécula así como también de su relación espacial. Estos sustituyentes ejercen influencia 

sobre algunos parámetros, como la actividad antibacteriana de la molécula incrementando su 

afinidad por los enzimas diana, alterando la penetración de la quinolona al interior celular o 

alterando los parámetros farmacocinéticos. En la Figura 4 se muestra un esquema donde se 

relacionan los diferentes radicales con las propiedades que pueden modificar. 

 

Posición 3 y 4.  En estas dos posiciones encontramos un grupo carboxilo y un grupo 

ceto, respectivamente (Figura 2).  Estos dos grupos son indispensables para que la molécula 

presente actividad antibacteriana, ya que son parte importante en la formación del complejo 

Quinolona-Enzima-ADN.  Su función es la de unirse al ADN, de manera que fijan el 

complejo y no dejan que las topoisomerasas ejerzan su función. Si el radical en posición 3 se 

sustituye la molécula ve reduce notablemente su actividad salvo en los casos in vivo que este 

radical se vuelve a convertir en carboxilo (38,98)    

 

Posición 2. No existe mucha información sobre cual es su papel, ya que no se han 

realizado muchos cambios sobre esta posición. Se postula que este radical debe ser pequeño 

ya que se sitúa muy cerca del sitio de unión con el ADN y que un radical de gran tamaño no 

permitiría la unión de la molécula al ADN.  La práctica totalidad de las quinolonas presentan 

un Hidrógeno en esta posición, una alternativa sería sustituir el H2 por  un átomo de 

Nitrógeno, el cinoxacino, aunque esta sustitución no determina un aumento de actividad, por 

lo que esta alternativa no se ha desarrollado (38,88). 
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Posición 5.  Esta posición parece “controlar” la actividad de la molécula, así como su 

espectro de acción,  concretamente modificaciones en este radical se ha visto que incrementan 

la actividad de la molécula frente a bacterias Gram-positivas, aunque está fuertemente 

influenciado a sustituciones presentes en el resto de la molécula (10). Yoshida y col (267)  

encontraron  que un grupo metilo en esta posición aumentaba la actividad frente a bacterias 

Gram-positivas y no en bacterias Gram-negativas. 

 

La mayoría de las quinolonas presentan un hidrogeno en esta posición, aunque un 

grupo amino (esparfloxacino), o un grupo hidroxilo o metilo (grepafloxacino) incrementan la 

actividad frente a Gram-positivos (8,88,189). En estas dos quinolonas anteriormente citadas 

se han asociado los efectos adversos que producían con el radical en esta posición (98). 

 

 Posición 6. La adición de un grupo flúor en esta posición mejoró la actividad 

intrínseca de la molécula  de 5 a 100 veces comparado con las anteriores moléculas que no 

poseían esta sustitución. La incorporación de este átomo de flúor dio lugar a lo que 

conocemos como fluoroquinolonas. En un principio se relacionaba la posesión de este átomo  

de flúor con la mayor actividad de la molécula (38,202) y con una mayor penetración de la 

molécula al interior celular, aunque hoy en día se están desarrollando un nuevo grupo de 

quinolonas, las QNFs,  cuyo principal representante es el garenoxacino (BMS-284756), y que 

no presentan este grupo flúor. En este caso las QNFs  presentan un Hidrógeno en esta 

posición. Estas nuevas quinolonas mantienen o mejoran poco su actividad frente a bacterias 

Gram-negativas y patógenos atípicos, y aumentan mucho su actividad frente a patógenos 

Gram-positivos (121,202). Este grupo de nuevas moléculas se encuentra actualmente en pleno 

desarrollo.   
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 Posición 8.   Las sustituciones en este radical van a dar lugar a cambios en la 

estructura tridimensional de las moléculas (88). Además de modificar los parametros 

farmacocinéticos y favorecer una mayor actividad frente a anaerobios (10,98). Este radical se 

ha relacionado con la mutagenicidad de la molécula (articulo V).  

 

Las quinolonas derivadas de las 4-naftiridonas (Figura 3D) no permiten ningún 

cambio en esta posición (98), pero la presencia de este átomo de  Nitrogeno en posición 8 

confiere a estos derivados una gran activida in vitro e in vivo (38). En este grupo podemos 

encontrar al gemifloxacino o al trovafloxacino. 

 

En cambio, las moléculas derivadas de las 4-quinolonas, si permiten el modificar este 

radical, así pues podemos encontrar un radical halógeno en esta posición, (cloro o flúor) como 

sería el caso del clinafloxacino o esparfloxacino, que presentan un gran aumento de actividad 

frente a anaerobios (10). También podemos encontrar en esta posición un grupo metoxi o 

metilo (moxifloxacino y gatifloxacino respectivamente) que mejoran su actividad frente a 

bacterias Gram-positivas y anaerobios, incluso aunque estos sean resistentes a las quinolonas 

más antiguas (88,189). Otro radical que podemos encontrar es un puente entre los radicales 1 

y 8, una benzoxacina, como por ejemplo el levofloxacino. 

 

La presencia de estos diferentes radicales en la molécula de quinolona  parece 

determinar qué topoisomerasa será la diana principal de dicha quinolona (al menos en Gram-

positivos). Así pues,  las moléculas con un halógeno en esta posición parecen tener como 

diana principal a la ADN girasa, mientras sustituyentes como un simple hidrógeno o un 

puente entre la posición 1 y 8 actuarían principalmente sobre la topoisomerasa IV. Por otro 

lado, los derivados de las 4-naftiridonas y los derivados de la 4-quinolona con radical metoxi 
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en posición 8 parece que actuarían indistintamente sobre cualquiera de las dos topoisomerasas 

(88,189). 

 

Se han dejado las posiciones 1 y 7 para el final, debido a que estas posiciones han sido 

las más modificadas y las más diferentes entre las quinolonas actuales. Además estas dos 

posiciones son fundamentales para la unión de las quinolonas con las topoisomerasas y poder 

formar el complejo Quinolona-Enzima-ADN y poder bloquear la función de dichos enzimas. 

 

Posición 1. Los radicales ubicados en esta posición van a ser los responsables de una 

de las uniones de la molécula de quinolona con la topoisomerasa, por lo que este radical va a 

tener un papel importante en la actividad del fármaco. También cabe decir que dependiendo 

del tipo de radical se puede variar el espectro de acción y la farmacocinética del fármaco. En 

esta posición encontramos básicamente tres radicales distintos, las primeras quinolonas como 

el ácido nalidíxico o el norfloxacino presentaban un grupo etilo. Posteriormente, se añadieron 

grupos más voluminosos  que mejoraron la actividad frente a patógenos  tanto Gram-

negativos como Gram-positivos (38,88,189). 

 

En concreto la adición de un grupo ciclopropilo, mejoró la actividad frente a Gram-

negativos, y es este grupo el que presentan la mayor parte de las quinolonas como el 

ciprofloxacino, esparfloxacino, grepafloxacino, gemifloxacino o el sitafloxacino entre otras 

(10). Este radical esta considerado como el que ofrece mayor potencia a la molécula (189). 
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El tercer radical que se encuentra generalmente en esta posición en un  2,4-

difluorofenilo, este sustituyente presente en quinolonas como el tosufloxacino, trovafloxacino 

o temafloxacino aumenta la actividad frente a bacterias Gram-positivas (38,88,189). 

 

Otros radicales en esta posición parecen dar lugar a un descenso de la actividad de la 

molécula, probablemente por un menor número de enlaces entre la molécula y el enzima (88). 

 

Posición 7. Las modificaciones en esta posición tambien van a ser importantes, igual 

que la posición 1, ésta va a ser responsable, también, de la unión de la quinolona a la 

topoisomerasa (como se verá en el apartado de mecanismo de acción de las quinolonas), de la 

actividad y espectro de acción, y de algunos parámetros farmacocinéticos como serian la vida 

media o la solubilidad de la molécula (38). 

 

En general, las quinolonas con sustituyentes pequeños o lineares en esta posición ( H, 

Cl, CH3, NH2CH2CH2NH2) muestran poca actividad bactericida, por otro lado esta bien 

establecido que la presencia de grupos heterocíclicos nitrogenados de 5 (aminopirroldinas) o 6 

(piperazinas) átomos de carbono se corresponde con una mayor actividad. Dependiendo del 

radical la mejor actividad de se produce frente a Gram-negativos (piperazina) o frente a 

Gram-positivos (aminopirrolidina). De la misma manera, metil-derivados de las 

aminopirrolidinas (esparfloxacino, grepafloxacino, o levofloxacino) o piperazinas 

(gatifloxacino) también muestran una gran mejora en la actividad frente a Gram-positivos. 

Otra de las modificaciones, es la presencia de un segundo anillo fusionado a la pirrolidina 

(moxifloxacino, trovafloxacino) y ambas moléculas también muestran muy buena actividad  

sobre Gram-positivos (10,88,98,189). 
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Recientemente se ha observado que un radical de “gran tamaño” parece tener 

influencia en la protección de la molécula frente a mecanismos de expulsión activa, además 

de prevenir la aparición de resistencias (189). 

 

Otra sustitución con actividad frente a Gram-positivos, en concreto frente a  S. 

pneumoniae es la adición de un grupo  benzenosulfonamida  a la molécula de ciprofloxacino,  

por lo que esta nueva molécula en posición 7 presenta un grupo 4-(4-amonifenilsulfonil)-1-

piperazinil (7), esta quinolona presenta una actividad de 4 a 8 veces superior al 

ciprofloxacino. 

 

En el Departamento de Microbiología y Parasitología Sanitarias de la Facultad de 

Medicina de la Universitat de Barcelona, en colaboración con la empresa CENAVISA S.A. y 

el Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Química  de la Universitat de 

Barcelona, se han llevado a cabo también un proyecto para desarrollar nuevas moléculas de 

quinolonas que fueran más activas frente a patógenos Gram-positivos o Gram-negativos. 

Teniendo como base de la molécula al ciprofloxacino o al norfloxacino, se han introducido 

variaciones en el radical 7 con el fin de mejorar la actividad de las moléculas (253). Se 

crearon alrededor de 40 moléculas nuevas de quinolona las cuales se testaron “ in vitro ” 

sobre una colección de cepas, ya fueran bacterias Gram-positivas o Gram-negativas, bien 

caracterizadas en cuanto a su sensibilidad o resistencia a quinolonas  ya que lo que se 

pretende es encontrar moléculas activas frente a bacterias resistentes a las moléculas 

precursoras. Se encontró una molécula que fue activa frente a S. aureus y Acinteobacter 

baumannii . Estas molécula presentaba en el radical en posición 7 una piperazina. Se 

obtuvieron derivados de esta nueva molécula, en concreto una molécula a la que se llamó UB- 

 



ESTRUCTURA                                                                                                   Josep M. Sierra 

 16

8902 que presentó muy buena actividad frente A. baumanni y Stenotrophomonas maltophilia 

(253).  

 

Recientemente, ha aparecido un nuevo grupo de agentes antimicrobianos donde las 

quinolonas parecen tener un papel importante, los híbridos entre quinolonas y oxazolidinonas. 

Este grupo se caracteriza por la unión de dos núcleos activos de dos grupos antimicrobianos, 

los cuales actúan de forma dual sobre las dos dianas que tienen las moléculas de las cuales 

derivan (110,111). La unión de las dos moléculas se hace a través de la posición 7 de la 

molécula de quinolona, y entre los dos núcleos se encuentra un espaciador. La actividad de la 

nueva molécula y de su espectro de acción es altamente dependiente de la naturaleza de este 

espaciador (110). 

 

Un aspecto importante a tener en cuenta, es que la molécula actúa como un conjunto, y 

a pesar de conocer cuales serían a priori los mejores radicales en cada posición para una mejor 

actividad de la molécula,  hay otros elementos que también influyen: como la estructura 

tridimensional de la molécula, la interacción entre sus radicales (el tamaño, la carga, etc.) y 

todo en su conjunto es el responsable de la actividad y propiedades de la molécula. 
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Figura 4.  Esquema de la relación entre estructura y actividad de la molécula de 

quinolona. 
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1.2.3   Estructura química  de diversas quinolonas. 
Ordenandas alfabeticamente. 

 

Ac.Nalidixico 

 

 

 

Ac.oxolínico 

 

 

 

Ac. Pipedímico 

 

 

 

 

 

 

Cinoxacino 

 

 

Ciprofloxacino 

 

 

Clinafloxacino 
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Enoxacino 

 

 

 

Esparfloxacino 

 

 

 

Fleroxacino 

 

 

 

 

 

 

Flumequino 

 

 

 

Gatifloxacino 

 

 

 

Gemifloxacino 

 

 

 

F 

F 

F 

NH2 



ESTRUCTURA                                                                                                   Josep M. Sierra 

 20

Grepafloxacino 

 

 

 

Levofloxacino 

 

 

 

 

Lomefloxacino 

 

 

 

 

Norfloxacino 

 

 

 

Ofloxacino 

 

 

 

 

Pefloxacino 

 

 

 

 

 

F 

F 

F

F F
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Temafloxacino 

 

 

Tosufloxacino 

 

 

 

Trovafloxacino 

 

 

 

WCK 771 

 

 

 

DK507k 

 

 

 

 

ABT-492 
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QUINOLONAS NO FLUORADAS 

Garenoxacino 

 

 

 

PGE 9262932 

 

 

PGE 9509924 
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ESQUEMA  DE LA ESTRUCTURA DE LOS HIBRIDOS  

ENTRE QUINOLONA-OXAZOLIDINONA 
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1.3 Clasificación de las quinolonas. 
 

Existen diferentes sistemas de clasificación de las quinololas, el más sencillo de ellos 

es agruparlas por la fecha de licencia para su uso clínico, otros  como los que se detallarán a 

continuación se  basan en la estructura química, o por  el contrario, y quizá sea la más 

utilizada, se basa en su actividad y farmacocinética. 

 

1.3.1  Clasificación química. 
 

Esta clasificación se realiza en función de la estructura química de la quinolona, es 

decir, depende del núcleo del cual deriva. Además, se pueden diferenciar dentro de cada 

grupo dependiendo de los átomos de flúor que presenta la molécula sin tener en cuenta la 

posición de éstos. Así pues tendríamos 4 clases distintas de quinolonas, 4-oxo-quinolinas, 4-

oxo-naftiridinas, 4-oxo-cinolinas, 4-oxo-piridopirimidinas. Esta última clase de quinolonas 

son  las únicas que no presenta ningún sub-grupo de quinolonas fluoradas, ya que el 

Nitrógeno en posición 6 no permite ningún radical, mientras que las cinolinas no se muestra 

en la tabla ninguna molécula fluorada debido a que se han desarrollado moléculas de interés 

derivadas de este núcleo.  

 

En la Tabla 1 se muestra la clasificación de las moléculas de quinolona, se puede 

observar que el núcleo 4-quinolona ha sido el más ampliamente modificado y en consecuencia 

el más estudiado, cabe decir también, que dentro de este grupo ha sido el sub-grupo de 

quinolonas monofluoradas el que ha proporcionado un mayor número de moléculas.  

 

 



CLASIFICACIÓN                                                                                               Josep M. Sierra 

 25

 

 4-piridonas 4-cinolonas 4-naftiridonas 4-quinolonas 

No Fluorada Ac.Pipedímico Cinoxacino Ac.Nalidíxico 

Ac oxolínico 

PGE-9262932 

PGE-9509924 

PGE-4175997 

T-3912 

Monofluorada   

Enoxacino 

CI-990 

PD-131628 

PD-138312 

Flumequino 

Norfloxacino 

Pefloxacino 

Ciprofloxacino 

Ofloxacino 

Levofloxacino 

Moxifloxacino 

Clinafloxacino*

Gatifloxacino 

Grepafloxacino

WCK-771 

E-4767* 

E-5065* 

Bifluorada    

Esparfloxacino 

Lomefloxacino 

Garenoxacino# 

DK-507k 

Trifluorada   

Tosufloxacino 

Trovafloxacino 

Temafloxacino 

Fleroxacino 

ABT-492* 

* Estas moléculas poseen  un átomo de cloro en posición 8. 
# Esta molécula es una quinolona no fluorada y aunque posee dos átomos de flúor ninguno se sitúa en 

posición 6, característico de las fluoroquinolonas. 
 

Tabla 1. Clasificación de las quinolonas atendiendo a su estructura química y a la 

incorporación de  átomos de flúor en su estructura. 
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1.3.2  Clasificación biológica. 
 

Esta clasificación agrupa las quinolonas por generaciones al igual que nos encontramos 

con los β-lactámicos, en función de los parámetros farmacocinéticos que presenta la molécula 

y de su espectro de acción. Quizá esta sea la clasificación que se use más frecuentemente en el 

ámbito hospitalario. Aunque no existe un consenso sobre ello, hay moléculas que se agrupan 

en una generación u otra dependiendo del autor, (13,132,164,175,179), pero en lo que se 

coincide es en agruparlas en 4 generaciones distintas, aunque estas clasificaciones no tienen 

en cuenta  a las QNF ni a los híbridos entre quinolona y oxazolidinona.  

 

Por lo que sí tenemos en cuenta a estos dos grupos de quinolonas de reciente aparición 

podríamos hablar de una quinta generación para las QNF y de una sexta para las moléculas 

híbridas o considerar estas últimas como un nuevo grupo de antimicrobianos distinto de las 

quinolnas, como va a ser en nuestro caso. 

 

Existen otras clasificaciones como las propuestas por Bryskier et al. (32) bastante más 

complejas y no utilizadas. 
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Generación Quinolona 
Actividad 

Microbiológica 

Características 

farmacocinéticas 
Indicaciones 

PRIMERA 

Ac Nalixíxico 

Ac oxolinico 

Cinoxacino 

Ac pipedímico 

Enterobacteriáceas 

Administración oral. 

Baja concentración en 

plasma y tejido 

Infecciones urinarias. 

     

SEGUNDA 
Clase I 

Lomefloxacino 

Enoxacino 

Norfloxacino 

 

Enterobacteriáceas 

Administración oral. 

Baja concentración en 

plasma y tejido. 

Infecciones urinarias.

Clase II Ofloxacino 

Ciprofloxacino 

Enterobacteriáceas, 

Patógenos atípicos, 

Pseudomonas aeruginosa 

Administración oral y 

intravenosa. Altas 

concentraciones en 

plasma y tejidos. 

Infecciones 

sistémicas y urinarias.

     

TERCERA 
Esparfloxacino 

Levofloxacino 

Gatifloxacino 

Enterobacteriáceas, 

Patógenos atípicos, 

Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus 

Administración oral y 

intravenosa. Altas 

concentraciones en 

plasma y tejidos 

Infecciones 

sistémicas y urinarias

     

CUARTA 

Trovafloxacino 

Moxifloxacino 

Gemifloxacino 

Clinafloxacino 

Sitafloxacino 

Enterobacteriáceas, 

Patógenos atípicos, 

Pseudomonas aeruginosa,

Staphylococcus aureus, 

Patógenos respiratorios, 

anaerobios 

Administración oral y 

intravenosa. Altas 

concentraciones en 

plasma y tejidos 

Infecciones 

sistémicas y urinarias, 

(infecciones 

respiratorias) 

     

QUINTA 
Quinolonas 

no 
Fluoradas 

Garenoxacino 

PGE-9262932 

PGE-9509924 

PGE-4175997 

T-3912 

Enterobacteriáceas, 

Patógenos atípicos, 

Pseudomonas aeruginosa,

anaerobios, incremento de 

actividad especialmente 

en Gram-positivos 

 

En desarrollo En desarrollo 

Tabla 2. Clasificación de las quinolonas en función de su actividad microbiológica y de su 

farmacocinética.  
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1.4 Farmacocinética. 
 

Un buen antibiótico debería cumplir con varias condiciones: ser fácilmente absorbible, 

tener una muy buena biodisponibilidad y alto volumen de distribución, así como tener una 

vida media larga. 

 

En el caso de las quinolonas, todos estos parámetros se han ido mejorando al mismo 

tiempo que aparecían nuevas moléculas (8). En la Tabla 3 se resumen algunos parámetros de 

algunas quinolonas para su comparación. 

 

1.4.1  Absorción. 
 

La absorción de las quinolonas se da casi en su totalidad a nivel del intestino, 

concretamente en el duodeno y yeyuno . Esta absorción llega casi a valores que en algunos 

casos ronda el 100%. Alguna quinolonas parecen ver alterad su absrción con la ingesta de 

alimentosya que parece que en presencia de algunos como Mg2+, Zn2+ dismuyen su absorción. 

Esta absorción se realiza en un tiempo que oscila entre 1 o 3 horas y no se ve afectada por la 

edad del paciente, disfunciones renales o por la presencia de alguna enfermedad de base como 

la fibrosis quística.  

 

En algunos casos los niveles de quinolona alcanzados en suero después de una 

administración oral del fármaco  son muy parecidos a los conseguidos por via intravenosa. 
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1.4.2  Distribución. 
 

Las quinolonas en general tienen una moderada biodisponibilidad, es decir, su porcentaje de 

unión a proteínas séricas es de alrededor de un 40%, siendo por ejemplo el norfloxacino quien 

posee una menor unión a estas proteínas plasmáticas con un 15% o en el otro extremo estarían 

otras quinolonas , el ácido nalidíxico como representante de las quinolonas de 1ª generación o 

el garenoxacino una QNF con unos índices del 90 y 85% respectivamente (8).  La vida media 

puede variar entre 1,5 h hasta 18h. 

 

 El volumen de distribución suele ser alto, lo que supone concentraciones de antibiótico 

altas en tejidos periféricos, fluidos orgánicos, liquido articular, etc. Algunas quinolonas  

alcanzan niveles terapéuticos en el líquido cefalorraquideo. Estos  valores que rondan de 1 

l/Kg hasta los 3 l/Kg implican una gran distribución extravasular, y la farmacocinética de 

estos compuestos se puede explicar mediante un modelo tricompartimental. De todos modos 

quinolonas como el norfloxacino o el Ac. nalidíxico presentan valores inferiores a 0,6 l//Kg . 

 

 Esta distribución del antibiótico permite la acumulación del mismo en el interior de 

células eucariotas, ya sean células sanguíneas como los macrófagos o células epiteliales por lo 

que la actividad de las quinolonas también es útil en patógenos intracelulares (14,71-73). 
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1.4.3  Eliminación. 
 

Todas las quinolonas debido a su buena absorción presentan niveles terapéuticos de 

antibiótico en plasma, pero en cambio, al menos las de primera generación y algunas de la 

segunda no son útiles en infecciones sistémicas debido a su rápida eliminación.  

 

La gran mayoría de las quinolonas  se eliminan por vía renal, esto hace que se 

encuentren en altas concentraciones, y que su primera indicación fuera destinada a las 

infecciones urinarias, favorecido también por que no son metabolizadas. Existen también 

otras vías de eliminación de las quinolonas como sería la vía hepática u otras. 

 

Como parte de la eliminación de las quinolonas, estas son modificadas, en mayor o 

menor grado a nivel hepático, y en algunos casos los metabolitos siguen teniendo cierta 

actividad bactericida, como sería el caso del ciprofloxacino (48). En este punto hay que hacer 

mención una  clasificación de las quinolonas que proponen  Bryskier et al. (32) que agrupa las 

quinolonas en función de su espectro de actividad y éstas las subdivide en función de si se 

metabolizan o no.   
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Quinolona 
Dosis 

(mg) 

Cmáx 

(mg/L) 
T ½ (h)  Vd (l Kg) 

Unión a 

proteinas 

(%) 

Via de 

eliminación 

Ac.Nalidíxico 400 Variable 1.5 -- 90 Renal 

Ac. Pipedímico 400 4.0 3.0 1.4-2.0 -- Renal 

Norfloxacino 400 1.5 3.3 0.6 15 Renal y hepática 

Ciprofloxacino 750 3.0 3.6 2.0-3.0 40 Renal y enteral 

Ofloxacino 400 4.4 5.5 1.2-1.4 40 Renal 

Levofloxacino 500 5.1 7.0 1.4 40 Renal 

Temafloxacino 600 7.0 8.0 -- 25 Renal 

Trovafloxacino 300 2.5 12.0 -- 85 Hepática 

Clinafloxacino 200 1.6 6.0 -- 40 Renal 

Esparfloxacino 400 1.0 18.0 -- 40 Renal y hepática 

Grepafloxacino 400 1.4 14.0 -- 50 Hepática 

Moxifloxacino 400 3.1 13.0 3.0 50 Hepática 

Gatifloxacino 400 4.0 9.0 -- 20 Renal 

Gemifloxacino 320 1.0 7.0 -- 60 Renal y otros 

Garenoxacino 400 5.8 15.0 -- 87 Renal y otros 

 

Tabla 3. Resumen de algunos parámetros farmacocinéticos de las quinolonas. Modificado de 

Bryskier et al (32) y de Alós et al (6). 
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1.5 Utilización clínica 
 
 

Las indicaciones clínicas de las quinolonas han ido variando al mismo ritmo que iban 

evolucionando, mejorando su espectro de actividad y sus propiedades farmacocinéticas 

(Figura 5). Por lo que actualmente, las fluoroquinolonas se usan en una gran variedad de 

infecciones, ya sean en el ámbito hospitalario como en el ámbito extrahospitalario. 

 

Así pues, una de las principales indicaciones de las quinolonas fueron las infecciones 

urinarias, debido a su actividad frente a enterobacterias, las principales causantes de este tipo 

de infecciones, así como por que debido a su eliminación por vía renal acumulaban grandes 

concentraciones de antibióticos en el tracto genitourinario. De este modo las quinolonas se 

usan de manera frecuente para el tratamiento de cistitis, prostatitis o pielonefritis (6,105,175), 

la quinolonas más comúnmente utilizada es el norfloxacino, aunque otras quinolonas como el 

ciprofloxacino o el ofloxacino entre otras pueden ser utilizadas. 

 

Las infecciones gastrointestinales,  y abdominales también se encuentran entre las 

indicaciones de las quinolonas, éstas presentan una muy buena actividad sobre los principales 

patógenos, Salmonella spp., Shigella spp., E.coli, o Campylobacter spp. Por este motivo 

algunos autores proponían el uso de estos antimicrobiamos como profilaxis para viajeros a 

países en vías de desarrollo, con el fin de evitar la aparición de la llamada “ diarrea del 

viajero” (239). Hay estudios que establecen que un  65% de los viajeros desarrollan una 

diarrea durante o a los pocos días de la vuelta del viaje (75,76), por lo que la profilaxis con 

quinolonas sería efectiva (122).  
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Figura 5. Relación entre el año de introducción de las quinolonas y su uso en clínica. 
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 No obstante, debido a la selección de resistencias por parte de las quinolonas (como 

se verá más adelante) y que las bacterias de la microbiota intestinal con resistencia adquirida 

pasarían a formar parte de la ecología de estos países en vías de desarrollo (lo que añadiría un 

nuevo problema de resistencias a estos países que ya presentan altas tasas de resistencia a 

otros grupos de antimicrobianos) (225,227,254,255), esta opción  no sería una buena 

elección(6).  También se han usado las quinolonas como descontaminates del aparato 

digestivo en pacientes  sometidos a transplantes con el fin de evitar posteriores infecciones, 

así como  en protocolos de prevención de peritonitis bacteriana  espontánea en pacientes 

cirróticos (19,105). 

 

Con la llegada de las nuevas floroquinolonas, sus indicaciones se fueron 

diversificando, así pues, actualmente las quinolonas se utilizan en el tratamiento de 

infecciones sistémicas graves (6,26). Debido al amplio espectro de acción, su administración 

oral y su tolerabilidad se utilizan en  infecciones óseas que  necesitan un tratamiento 

prolongado. En este punto se están consolidando las nuevas quinolonas como el 

levofloxacino. 

 

Actualmente, una de las indicaciones de las modernas quinolonas son las infecciones 

respiratorias, especialmente para el tratamiento de la neumonía ya sea nosocomial o adquirida 

en la comunidad. Los  patógenos más comunes causantes de este tipo de infección 

(especialmente los neumococos) estarían cubiertos (serían susceptibles al tratamiento con 

estos antinbióticos) (6). Aunque en los últimos años se han empezado a surgir cepas 

resistentes (45). 
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Las quinolonas no son antimicrobianos de uso exclusivo en humanos,  su uso se 

extiende también a nivel veterinario, en este caso la quinolona usada es el enrofloxacino 

(1,233). El enrofloxacino se usa para el tratamiento de infecciones en animales ya sean de 

granja o de compañía.  Otro uso que se le da a este antibiótico es el de mezclarlo con los 

piensos para utilizarlo como profilaxis o como  promotor para el engorde de los animales de 

granja como  por ejemplo pollos. Esto comporta un alto riesgo  de selección de cepas 

resistentes que posteriormente pueden pasar a causar infección en humanos (211).  Ya en 

1991 existen estudios (54) que correlacionan el aumento de cepas resistentes de 

Campylobacter spp con la introducción y uso de las fluoroquinolonas en veterinaria así como 

en su uso en la industria  avicola. (1,54). 

 

1.5.1  Quinolonas en pediatría 
 

 Existe mucha controversia acerca del uso pediátrico de quinolonas. En general se 

acepta que las quinolonas no deben usarse en niños, debido a que uno de los efectos 

secundarios que presentan las quinolonas afectan a los cartílagos en  crecimiento, y aunque 

esto no se ha demostrado en niños, si se ha observado en estudio con animales jóvenes (231), 

por lo que por motivos de precaución se evita la administración pediátrica de quinolonas 

(145). De todos modos, hay autores que apoyan el uso de quinolonas en niños basados en 

pocos estudios donde este grupo de antimicrobianos, básicamente ciprofloxacino, se ha 

utilizado en niños de modo “compasivo” (4) y deducen que los efectos  secundarios en este 

grupo de población son muy similares a los que se presentan en la población adulta. 
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1.6  Efectos adversos. 
 

El perfil de seguridad de las quinolonas está basado en datos obtenidos de estudios con 

animales, y estudios preclínicos y clínicos, básicamente realizados por las empresas que 

comercializan estos fármacos y por un seguimiento después de aceptarse para su uso clínico 

por lo que se conoce como farmacovigilancia. Como regla general y pese a los efectos 

secundarios que se describirán a continuación hay que destacar que las quinolonas que 

actualmente se encuentran en el mercado para su uso en clínica humana son seguras y muy 

bien toleradas. 

 

Igual que la mayoría, por no decir todas, las familias de antibióticos, las quinolonas 

presentan algunos efectos secundarios, entre los más frecuentes se encuentran los asociados al 

aparato digestivo, en concreto al tracto gastrointestinal, como son nauseas, vómitos, diarreas. 

Este último se asocia a una colitis por Clostridium difficile (228), cabe destacar que con las 

nuevas fluoroquinolonas la diarrea asociada a C. difficile  habría aumentado (130,141) .  

 

Las quinolonas producen también efectos secundarios sobre el sistema nervioso central 

(SCN), generalmente producen dolor de cabeza, insomnio, cansancio, vértigo (230). También 

se han descrito casos de efectos neurotóxicos graves como psicosis, delirios, y convulsiones 

(141,228). El mecanismo por el cual las quinolonas provocan efectos secundarios de SNC, no 

se conocen en profundidad  pero se sabe  que se encuentra involucrado el  GABA (acido 

gamma-aminobutírico) (141,231).  Parece que las quinolonas inhiben la unión del GABA con 

su receptor, lo que produce una estimulación del SNC. Esta unión de la quinolona al receptor 

del GABA parece depender de cual es el radical en posición 7 de la molécula de quinolona 

(141,230). 
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Existen por otro lado efectos secundarios de las quinolonas que si son importantes, los 

cuales han llevado a retirar alguno de estos fármacos del mercado y/o a suspender los ensayos 

clínicos y su posterior desarrollo. Uno de los más importantes y que comparten la mayor parte 

de las quinolonas es la fototoxicidad. Los síntomas que se pueden presentar son urticarias, 

eritemas, quemaduras solares etc. De todas formas no todas las moléculas presentan el mismo 

grado de fototoxicidad, existen diferencias significativas entre ellas, así pues, bajo 

condiciones terapéuticas moléculas como el moxifloxacino o gatifloxacino no presentan o 

presentan muy poca fototoxicidad, mientras que otras moléculas como clinafloxacino, 

esparfloxacino o lomefloxacino  han sido retiradas debido  a sus efectos secundarios 

(141,194). Esta fototoxicidad se ha relacionado con los radicales situados en la posicion 8 de 

las moleculas de quinolona (95,228).  Estas reacciones de fototoxicidad se producen debido a 

que las moleculas de quinolonas se degradan cuando se encuentran expuestas a la radiación 

ultravioleta, y generan “oxigeno libre”  y radicales que causan daño tisular (194,230). 

 

Otro de los efectos adversos que también han motivado la retirada del mercado de 

algunas moléculas de quinolona son de tipo cardiotóxico. Se han registrado casos de 

hipotensión y taquicardias, y como en el caso de la fototoxicidad, también depende mucho de 

la molécula de quinolona.  Se ha observado que las quinolonas pueden alterar el ritmo 

cardiaco concretamente prolongar el intervalo QT (231). Varios estudios in vitro con animales 

han demostrado que las quinolonas inhiben un gen, eag, relacionado con los canales de 

potasio (HERG) que se relacionan con arritmias (178,228,230). Dos de las quinolonas que se 

retiraron por efectos cardiotóxicos son esparfloxacino y grepafloxacino. Este tipo de efecto 

adverso debe tenerse en cuenta sobre todo en aquellos pacientes o enfermos que presenten una  
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enfermedad de base cardíaca o que tomen  fármacos que puedan alterar el ritmo cardíaco ya 

que se pueden presentar interacciones entre los distintos fármacos.     

 

Otro efecto adverso relacionado con la administración de quinolonas son artropatías, 

concretamente alteraciones de los cartílagos de las articulaciones. El efecto tóxico se ha 

observado principalmente en estudios animales y se presenta más frecuentemente en animales 

jóvenes (231). Además las dosis necesarias para inducir lesiones se encuentran en rango de las 

usadas en la clínica habitual. Por este motivo el uso de quinolonas en pediatría está 

contraindicado.  También se han descrito casos de rotura de tendones, concetamente del 

tendón de Aquiles, asociado al consumo de quinolonas (141,228,231). 

 

La hepatoxicidad es otro de los efectos adversos relacionados con la administración de 

quinolonas, dándose en un 2 o 3 % de los pacientes. Se asocia a un icremento en las 

transaminasas y la fosfatasa alcalina a nivel sérico, que generalmente vuelve a la normalidad 

al abandonar el tratamiento. Sólo un muy bajo porcetaje de pacientes puede presentar serios 

problemas hepáticos como hepatitis, necrosis hepática o fallo hepático (141).  El 

trovafloxacino ha sido la quinolona más relacionada con este efecto adverso. 

 

1.6.1  Interacciones con otros fármacos. 
 

Las quinolonas, como la mayoría de antimicrobianos, presenta interacciones con otros 

grupos farmacológicos. 
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La administración de productos que contengan cationes multivalentes puede reducir la 

biodisponibilidad de las quinolonas, por lo que se recomienda tomar estas sustancias unas 2 h 

depues del antibiótico. 

 

Se pueden presentar interacciones con los AINEs,  la interacción entre ellos parece ser 

debida a la competencia que presentan estos fármacos con los receptores del GABA. La 

asociación entre enoxacin y ciprofloxacin con fenbufeno produce convulsiones en ratas (22). 

 

Otras importantes interacciones con las quinolonas la presentan sustancias como las 

xantinas, como la cafeina, y las teofilinas. En este caso las fluoroquinolonas inhiben  el 

citocromo CYP-450 lo que provoca una reducción en la metabolización de estos fármacos, lo 

que requiere reajustar las dosis (22). 

 

Por último, una de las interacciones más importantes de las quinolonas se presentan con 

fármacos como la warfarina y la digoxina. Estos no deberian asociarse con las 

fluoroquinolonas que  prolongan el intervalo QT, por la posible aparición de arritmias y/o 

problemas cardiacos (22). 

 

En este apartado también se pueden relacionar los diferentes radicales presentes en el 

núcleo de la molécula de quinolona con los diferentes efectos adversos que presentan  o con la 

interacciones con diferentes fármacos (Figura 6). 

 

De una forma breve, diremos que los radicales en  2 y en 6 no se han asociado a ningún 

efecto adverso, la posición 1 controla las interacciones con la  teofilina y “toxicidad genética”,  
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los radicales en posiciones 3 y 4  estan involucrados en la interacción con antiácidos y en la 

quelación de iones bivalentes como el Mg2+, Ca2+. Las posiciones 5 y 8 se han relacionados 

con los efectos de fototoxicidad que presentan las moléculas. Por último la posición 7 se cree 

responsable de los efectos adversos a nivel del sistema nervioso central, ya que este radical es 

el que intreacciona con el receptor del GABA (204). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Relación entre la estructura y los efectos adversos producidos por las quinolonas.  
 
 
 

Asociado a los 
efectos adversos del 
SNC. Unión al 
receptor del GABA 

Asociado a la 
fototoxicidad 

No se asocia 
a ningún 
efecto 
secundario 

Asiciado a la 
fototoxicidad 

R6

R7 

COOH 

 O 

N

R1 R8 

R5 

R2

Quelación de iones 
bivalentes. interacción 
con antiacidos 

No se 
asocia a 
ningún 
efecto 
secundario

Asociado a la 
interacción con la 
teofilina 



MECANSIMO DE ACCIÓN                                                                               Josep M. Sierra 

 41

 
1.7  Mecanismos de acción. 
 

Las quinolonas penetran al interior celular por un sistema de difusión pasiva, 

principalmente atravesando la membrana, y a través de porinas. Parece ser que las quinolonas 

más hidrofóbicas penetrarían a través de la bicapa lipídica, mientras que las quinolonas mas 

hidrofóbicas utilizarian las porinas como via de entrada. Actúan inhibiendo la acción de las de 

topoisomerasas tipo II, proteínas implicadas en la replicación y transcripción del ADN,  en 

concreto,  la ADN girasa y  la topoisomerasa IV. 

 

La ADN girasa y la topoisomerasa IV son tetrámeros formados por dos subunidades A 

y dos subunidades B, GyrA y GyrB para la ADN girasa y ParC y ParE (GrlA y GrlB en 

S.aureus) para la topoisomerasa IV. Estos dos enzimas presentan una gran homología entre 

ellos. 

 

El mecanismo de acción de las quinolonas consiste en la formación de un complejo 

Quinolona-Enzima-ADN, el cual bloquea la acción normal del enzima lo que inhibe la 

síntesis de ADN y acaba por provocar la muerte celular (23,104). 

 

Se conocen otras topoisomerasas en procariotas: las topoisomerasas de tipo I,  como 

son las topoisomerasa I y III. Éstas se distiguen de las topoisomerasas de tipo II por ejercer su 

función sobre el ADN en  forma de cadena sencilla en lugar de doble cadena.  

 

Otras topoisomerasas como la  topoisomerasa V y la girasa reversa (topoisomerasas de 

tipo I) y la topoisomerasa VI (de tipo II)  han sido descritas en arqueobacterias termófilas. Las  
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topoisomerasas tipo I y las descritas en arqueobacterias no son diana para las quinolonas 

(25,172). 

 

1.7.1  Modelo de acción  
 

El modelo de acción de las quinolonas más aceptado actualmente es el propuesto por 

Palumbo et al. en 1993 (180). Éste consiste en la formación de un complejo entre la 

Topoisomerasa-ADN-Quinolona bloqueando  la acción de la enzima y provocando la muerte 

celular. 

 

En este modelo los radicales en posición 3 y 4 de la molécula de quinolona 

producirían enlaces con un átomo de Mg2+ y éste a su vez se uniría al ADN mediante enlaces 

con los grupos fosfato de los nucleótidos. Además se produciría un apilamiento entre una de 

las bases de la región monocatenaria de la cadena de ADN y el anillo de la molécula de 

quinolona. También se postula que los radicales situados en posición 1 y 7 son los 

responsables de la interacción con la ADN-girasa o la topoisomerasa IV. Nuestra hipótesis es 

que la interacción se da en concreto con las posiciones 83 y 87 en GyrA o las posiciones 80 y 

84 en ParC de E. coli  (Figura 7). 

 

En este sentido en nuestro laboratorio en colaboración con el Departamento de 

Química Orgánica de la Universitat de Barcelona, para demostrar esta hipótesis se midió, 

mediante modelaje molecular, la distancia entre los radicales 1 y 7 de la molécula de 

ciprofloxacino que fue de 9 Å y la distancia entre las posiciones 83 y 87 de la subunidad A de 

la ADN-girasa en diferentes conformaciones proteicas, desde α-hélice hasta una 
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conformación completamente extendida donde se obtuvo un rango de 3.5 a 14  Å, lo que 

indicaría que estas  interacciones sí podrían realizarse sin ningún problema (252).  

 

 

Figura 7. Modelo de  interacción ADN girasa-quinolona-ADN 
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1.7.2  Moléculas diana 
 

Como ya se ha comentado anteriormente las moléculas diana de las quinolonas son la 

ADN-girasa y la topoisomerasa IV. 

 

1.7.2.1 ADN girasa 
 

La ADN girasa es una proteína hetero-tetramérica formada por la unión de dos 

subunidades A y dos subunidades B, codificadas en los genes gyrA y gyrB, respectivamente.  

 

La ADN girasa es la única enzima capaz de introducir  un superenrrollamiento negativo 

en la cadena de ADN (103), facilitando la separación de la doble hélice de ADN para 

mantener la estructura de la horquilla de replicación (51) (Figura 8). 

 

El complejo entre la enzima y el ADN consiste en aproximadamente 130 pb localizadas 

en el núcleo de la proteína. La unión se realiza mediante enlaces covalentes entre la  tirosina 

(Tyr 122) de la subunidad A con 4 bases libres que se generan después de crear una rotura en 

el ADN. Posteriormente, y mediante la hidrólisis de ATP (subunidad B), la ADN-girasa 

introduce un enrollamiento negativo en el ADN, relajando la estructura producida por la 

horquilla de replicación (96,158,220) y volviendo a unir las dos cadena de ADN. 
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1.7.2.2 Topoisomerasa IV 
 

La topoisomerasa IV también es una proteína hetero-tetramérica formada por la unión 

de dos subunidades A y dos subunidades B, codificadas en este caso en los genes parC y parE 

respectivamente ( llamados grlA y grlB en Staphylococcus aureus). 

 

 Principalmente, la topoisomerasa IV es responsable del desencadenamiento de las dos 

moléculas “hijas” al finalizarse la replicación del ADN, permitiendo la segregación de los dos 

nuevos cromosomas bacterianos en dos nuevas células “hijas” (51). También es responsable, 

como todas las topoisomerasas, de la relajación del ADN (101,269). El mecanismo de acción 

por el cual la topoisomerasa IV desencadena las dos nuevas moléculas de ADN no se conoce 

en profundidad (Figura 8).  

 

Cabe destacar en este punto un grupo de microorganismos Gram-positivios entre los 

cuales podemos destacar a los géneros Corynebacterium, Campylobacter y Helicobacter y las 

micobacterias, los cuales no poseen topoisomerasa IV. Un estudio realizado en 

Mycobacterium smegmatis, muestra que la ADN-girasa de este microorganismo presenta una 

alta eficiencia en la separación de las dos nuevas cadenas de ADN, en contraposición con la 

ADN-girasa de E.coli. En este microorganismo la ADN girasa asumiria el papel de la 

topoisomerasa IV y probablemente este mismo hecho lo compartan todos estos géneros que 

no poseen la topoisomerasa IV (146).  
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Figura 8. Esquema de los mecanismos de acción de las topoisomerasas. 
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1.8  Mecanismos de resistencia. 
 

El uso de quinolonas ha llevado a la aparición de cepas resistentes a esta familia de 

antibióticos. En la figura 10 podemos observar la evolución del aislamiento de cepas 

resistentes a quinolonas de E. coli, S. aureus y S. pneumoniae procedentes de hemocultivos, 

aisladas en el Servicio de Microbiología del Hospital Clínic de Barcelona desde 1995 hasta 

2002. Para S. aureus y E. coli la quinolona utilizada como marcador de resistencia fue el 

ciprofloxacino mientras que para S. pneumoniae el levofloxacino fue el antibiótico utilizado, 

además  sólo se dispone de datos a partir de 1999. 

Los mecanismos de resistencia a quinolonas en Gram-positivos se pueden agrupar en 

general en dos, 1) Alteración de la proteína diana, 2) Sobreexpresión de bombas de expulsión 

activa, 3) Protección de la diana. 

 

Figura 10. Evolución de la resistencia a quinolonas
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1.8.1  Alteración de la diana 
 

Las alteraciones de la diana consisten en sustituciones aminoacídicas en la proteína, la 

ADN-girasa o la topoisomerasa IV, generadas por mutaciones puntuales en sus genes 

codificantes. Estas mutaciones tienen como objetivo cambiar el aminoácido en la zona de 

interacción entre la quinolona y la proteína diana, perdiendo esta afinidad por la proteína 

diana con la consecuencia que las quinolonas pierden actividad mientras que la enzima sigue 

siendo activa.  

 

La adquisición de resistencia a las quinolonas en general es gradual y está relacionada 

con el número de mutaciones que presentan los microorganismos en la región determinante de 

resistencia a quinolonas (RDRQ), principalmente en los genes gyrA y parC  

(195,208,209,223,249-252). 

 

1.8.1.1 ADN girasa 

1.8.1.1.1 Gen gyrA   
 

Las mutaciones que generan resistencia a las quinolonas en microorganismos Gram-

positivos se localizan principalmente  en la RDRQ. Ésta se localiza entre las bases 201 y 321  

del gen gyrA o lo que sería lo mismo, entre los aminoácidos 67 y 107 de la proteína, 

pudiéndose dar pequeñas variaciones en la localización en función de los diferentes 

microorganismos. 
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La mayor parte de las mutaciones en esta región se concentran en dos aminoácidos, 

Ser-84 y Glu-88 en S. aureus, y posiciones homólogas en otros microorganismos (tabla 4), 

responsables de la interacción con la molécula de quinolona. Estos dos aminoácidos son unos 

de los más conservados entre las diferentes especies de microorganismos.  

 

Tabla 4. Posiciones de los aminoácidos diana, de GyrA, de las quinolonas en 

diferentes especies.  

 

Microorganismo GyrA 

Staphylococcus aureus Ser-84 Glu-88 

Streptococcus pneumoniae Ser-81 Glu-85 

Staphylococcus epidermidis Ser-84 Glu-88 

Streptococcus pyogenes Ser-81 Glu-85 

Enterococcus faecalis Ser-84 Glu-88 

Neisseria gonorrhoea Ser 91 Asp-95 

Escherichia coli Ser-83 Asp-87 

Listeria monocytogenes Thr-84 Phe-88 

Corynebacterium striatum * Ser-87 Asp-91 

Corynebacterium amycolatum * Ser-87 Asp-91 

Campylobacter jejuni * Thr-86 Asp-90 

Helicobacter pylori * Asn-87 Asp-91 

Mycobacterium tuberculosis * Ala-91 Asp-95 

* Estos microorganismos carecen de topoisomerasa IV 
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  Otros aminoácidos pertenecientes a esta región también se han visto alterados, aunque 

con mucha menos frecuencia y algunos de ellos se han obtenido mediante selección de cepas 

resistentes in vitro.  Así pues, encontramos también mutaciones en los codones de los 

aminoácidos Ser-85, o Asp-73 en S. aureus y en los aminoácidos Ala-88 y Ile-89 en 

Corynebacterium spp todas ellas relacionadas con un incremento en la CMI . Las mutaciones 

más  frecuentes en el gen gyrA de S. aureus, S. pneumoniae, Corynebacterium striatum y 

Corynebacterium amycolatum  se muestran en la Tabla 5. 

 

Tabla 5. Mutaciones descritas en la RDRQ de GyrA de S. aureus, S. pneumoniae, 

Corynebacterium spp. 

 
 

Especie 
 

codón AA wt AA sustituido 

Staphylococcus aureus 73 Asp Gly 

 84 Ser Leu, 

 85  Ser Pro 

 88 Glu Lys, 

 106 * Gly Asp 

 112  * Ser Arg 

    

Streptococcus pneumoniae 81 Ser Phe, Tyr 

 85 Glu Lys, Gly 

    

Corynebacterium spp 87 Ser Arg, Phe, Val 

 88 Ala Pro 

 89 Ile Val 

 91 Asp Gly, Tyr, Ala, 

* sin relación con resistencia.  
AA, Aminoácido; Wt, salvaje. 
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Cabe destacar que la ADN girasa no es la diana principal de las quinolonas en 

microorganismos Gram-positivos, aunque existen diferentes estudios que demuestran que este 

hecho depende de la afinidad de la quinolona por su diana, por lo que dependiendo de la 

quinolona la diana principal puede variar, como por ejemplo en el caso del esparfloxacino 

cuya diana principal en los Gram-positivos sí es la ADN-girasa. (102,210). 

 

1.8.1.1.2 Gen gyrB 
 

La subunidad B de la ADN-girasa también presenta mutaciones asociadas a la 

resistencia a las quinolonas aunque de forma más moderada; la mayor parte de estas 

mutaciones se presentan en mutantes resistentes obtenidos in vitro. Éstas se sitúan cerca del 

centro catalítico del enzima y junto al dominio de unión con la subunidad A, por lo que estas 

mutaciones serían capaces de generar cambios conformacionales y evitarían o interferirían en 

la unión de la quinolona con la ADN-girasa. La Tabla 6 muestra las mutaciones encontradas 

en la subunidad B de la ADN-girasa. 
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Tabla 6. Sustituciones encontradas en la subunidad B de la ADN-girasa. 

 
Especie 

 
codón AA wt AA sustituido 

Staphylococcus aureus 317 Glu Asp 

 435 Asp Gln 

 461 Lys Phe 

 472 * Asp Val 

    

Streptococcus pneumoniae 405 Ser Phe 

 435 Asp Asn 

 458 Lys Asn 

 460 Ile Val 

 474 Glu Lys 

 478 Ser Asn, Ile 

* mutación obtenida in vitro con una quinolona no fluorada 
AA Aminoácido, Wt salvaje 
 

1.8.1.2 Topoisomerasa IV 

1.8.1.2.1 Gen parC (Gen grlA en Staphylococcus aureus) 
 

La topoisomerasa IV es la diana principal de las quinolonas en bacterias Gram-

positivas, al contrario de lo que ocurre con las Gram-negativas donde la diana principal es la 

ADN girasa.  

 

Del mismo modo que en la ADN girasa, las mutaciones que confieren resistencia se 

concentran en la RDRQ, en este caso del gen parC. Esta región esta comprendida también 

entre los aminoácidos 67 y 107.  Igual que en el caso anterior la  mayor parte de las 

mutaciones en esta región se concentran en dos aminoácidos, Ser-80 y Glu-84 en S. aureus, y 

posiciones homólogas en otros microorganismos (Tabla 7).  
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Tabla 7. Posiciones equivalentes de los aminoácidos diana, de ParC, de las quinolonas en 

diferentes especies. 

 

 

Microorganismo ParC 

Staphylococcus aureus Ser-80 Glu-84 

Streptococcus pneumoniae Ser-79 Glu-83 

Staphylococcus epidermidis Ser-80 Glu-84 

Streptococcus pyogenes Ser-67 Asp-71 

Enterococcus faecalis Ser-82 Glu-86 

Neisseria gonorrhoea Ser-87 Glu-91 

Escherichia coli Ser-80 Asp-84 

Listeria monocytogenes Ser-83 Glu-87 

  

 

 Otras mutaciones en la RDRQ del gen parC, como serían las encontradas en el codón 

del aminoácido Ser-81 o en posiciones fuera de la RDRQ de S. aureus como la Ile-45 o la   

Ser-52, obtenidas a partir de mutantes resistentes obtenidos in vitro, también se han 

relacionado con la adquisición de resistencia, aunque lo más frecuente es encontrarlas 

asociadas a mutaciones en los codones de los aminoácidos 80 y 84. 
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 En la Tabla 8 se muestra un resumen de las mutaciones más frecuentes encontradas  en 

el gen parC de S. aureus, S. pneumoniae, así como algunas de las mutaciones fuera de la 

RDRQ de S. aureus. Cabe recordar que Corynebacterium spp no poseen topoisomerasa IV. 

 
 
 
 
 

Tabla 8. Sustituciones encontradas en la RDRQ de ParC (GrlA) de S. aureus, S. pneumoniae. 

 
Especie 

 
codón AA wt AA mutado 

Staphylococcus aureus 41 * Val Gly 

 45 * Ile Met 

 48 * Ala Thr 

 52 $ Ser Arg 

 80 Ser Phe, Tyr 

 81 Ser Pro 

 84 Glu Val, Thr, Leu , Gly, Lys 

 103 $ His Tyr 

 114 * Pro Ser 

    

Streptococcus pneumoniae 79 Ser Phe, Tyr 

 80 Ser Pro 

 81* Ile Trh 

 83 Asp Asn, Tyr, Thr, Gly 

 84 Ala Thr 

 95 Arg Cys 

 137 * Lys Asn 

*no relaciondas directamente con resistencia, $ Mutaciones in vitro con quinolona no fluorada 
AA Aminoácido, Wt salvaje 
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1.8.1.2.2 Gen parE (Gen  grlB en Staphylococcus aureus) 
 

La subunidad B de la topoisomerasa IV, también presenta mutaciones asociadas a la 

resistencia a las quinolonas. Éstas mutaciones se presentan en la mayoría de los casos en 

mutantes resistentes obtenidos in vitro y también, igual que en la subunidad B de la ADN 

girasa, se sitúan cerca del centro catalítico del enzima, y junto al dominio de unión con la 

subunidad A. El mecanismo por el cual estas mutaciones generarían resistencia sería el mismo 

que en el caso de la subunidad B de la ADN girasa y, por lo general, estas mutaciones si se 

encuentran sin asociación con mutaciones en los genes gyrA o parC confieren muy bajos 

niveles de resistencia. La Tabla 9 muestra las sustituciones encontradas en la la  subunidad B 

de la  topoisomerasa IV. 

 

Tabla 9. Sustituciones encontradas en la  subunidad B de la  topoisomerasa IV. 

 

 
Especie 

 
codón AA wt AA mutado 

Staphylococcus aureus 422 Asp Glu 

 477 $ Asp Val 

 478 His Tyr 

    

Streptococcus pneumoniae 368 Ile Val 

 435 Glu Asp 

 474 Asp Lys 

$ Mutaciones in vitro obtenidas con una quinolona no fluorada 
AA, Aminoácido; Wt, salvaje 
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1.8.1.3 Diana principal/ diana secundaria. 
 

 La diana principal será aquella proteína que se altere en primer lugar para la 

adquisición de resistencia a las quinolonas. De una forma general diremos que la ADN-girasa 

es la diana principal en microorganismos Gram-negativos (109), mientras que en bacterias 

Gram-positivas la diana principal es la topoisomerasa IV (60,61,264). Así , las primeras 

mutaciones en Gram-negativos las encontraremos en el gen gyrA,  mientras que en Gram-

positivos las encontraremos en el gen parC (grlA para S. aureus) (52,67). 

 

 De todos modos, y como se ha visto en el apartado de estructura-actividad, 

dependiendo de la molécula de quinolona la diana principal se puede ver modificada  debido 

principalmente al radical en posición 7 de la molécula de quinolona (7). 

 

  Estos cambios en la preferencia de la diana principal de las quinolonas se han 

observado en bacterias Gram-positivas, especialmente en S. aureus y S. pneumoniae (67,248). 

 

1.8.2  Sistemas de expulsión activa 
 

Los sistemas de expulsión activa tienen principalmente una función fisiológica. Están 

involucrados en procesos de excreción de metabolitos secundarios, tóxicos, e incluso 

proteínas de captación de nutrientes, como sería el caso de los sideróforos, excretados al 

medio para la captación de hierro y posteriormente internalizarlo (139). Estos sistemas pueden 

ser específicos para un sustrato o por el contrario actuar sobre un grupo de sustratos similares 
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en estructura. Dependiendo de la clase a la cual pertenezca, estos sistemas de expulsión activa 

utilizan el gradiente de protones o la hidrólisis del ATP como fuente de energía.  

 

En la Figura 9 se muestra un esquema de los diferentes sistemas de expulsión activa en 

bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. 

 

 

Figura 9.  Sistemas de expulsión activa en bacterias Gram-negativas y Gram-positivas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OMP, proteína de membrana externa. LPS, lipopolisacárido. ME, membrana externa. MFP 

proteína de fusión. MI, membrana interna. PC, pared celular. MC, membrana celular. 
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Existen 5 clases distintas de sistemas de expulsión activa: 

 

1. MFS (en inglés, Major Facilitator Superfamily): Estos sistemas de expulsión están 

formados por proteínas que presentan 12 ó 14 segmentos transmembrana y la fuente de 

energía que utilizan para su funcionamiento es el gradiente de protones 

(139,147,184,212). Este tipo de transportadores se encuentra en todos los tipos celulares, 

bacterias Gram-positivas, Gram-negativas y células eucariotas. En bacterias Gram-

negativas estos transportadores se encuentra asociados, generalmente, a otras dos 

proteínas, una MFP (en inglés Membrane Fusion Protein) y a una OMP (en inglés Outer 

Membrane Protein). Los principales sustratos para este tipo de bombas son antibióticos, 

azúcares, metabolitos secundarios y aniones. Estas MFS las podemos encontrar entre 

otros en: S. aureus (NorA, QacA, QacB), S. pneumoniae (PmrA), Corynebacterium 

(Cmr), Bacillus (Bmr, Blt), E. Coli (MdfA, EmrB), Acinetobacter baumannii (MdfA). 

 

2. RND (en inglés, Resistance-Nodulation Cell division family). Estos tipos de 

transportadores son de mayor tamaño que los anteriores, aunque sólo presentan 12 

segmentos transmembrana; utilizan  el flujo de protones como fuente de energía y 

también se asocian con MFPs y OMPs (139,244). Los principales sustratos son 

antibióticos, ácidos grasos, detergentes, y colorantes. Estos sistemas se encuentran en: E. 

coli (AcrB, AcrF), Pseudomonas aeruginosa (MexA, MexD, MexF, MexY) Neisseria 

(MtrD) Stenotrophomonas maltophilia (SmeB, SmeE) y Acinetobacter baumannii 

(AdeB). Recientemente se ha descrito un sistema RND localizado en un plásmido 

transmisible (139) 
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3. SMR (en inglés, Small Multidrug Resistance). Estos transportadores son los más 

pequeños, constituidos por 4 fragmentos transmembrana y probablemente actúen en 

forma trimérica (39,139,185). Utilizan el gradiente de protones como fuente de energía. 

Sólo se han descrito en procariotas, y no se asocian a ninguna proteína. Los sustratos 

principales suelen ser antibióticos, antisépticos, etidios y tetrafenilfosfatos. Este tipo de 

transportadores se han descrito por ejemplo en S. aureus (QacG, QacH, Smr), Bacillus 

(EbrA) y E. coli (EmrE). 

 

4. MATE (en inglés, Multidrug And Toxic compound Extrusion family). Han sido descritos 

en bacterias Gram-positivas y Gram-negativas y también en células eucariotas. Son 

proteínas de gran tamaño, presentan 12 segmentos transmembrana y su fuente de energía 

proviene del gradiente de protones (30,139,161). Como todos estos sistemas entre sus 

sustratos se encuentran los antimicrobianos. Algunos representantes de esta familia son  

NorM, en Vibrio parahemoliticus y YdhE en E.coli. 

 

5. Transportadores tipo ABC (en inglés, ATP-Binding Cassette). La fuente de energía de 

estos sistemas de transporte es la hidrólisis del ATP. Entre los sustratos se encuentran 

azúcares, aminoácidos, iones, antibióticos, polisacaridos y proteínas (57,97,139). Estos 

transportadores ABC consisten en 6 segmentos transmembrana con el dominio ATPasa 

localizado en el citoplasma celular. Estos sistemas no son muy comunes entre las 

bacterias, aunque los podemos encontrar en Lactococcus lactis (LmrA) y en E. coli 

(MacAB). 
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1.8.2.1 Resistencia mediada por sistemas de expulsión. 
 

Basándonos en la secuencia completa de varias bacterias se estima que alrededor de un 

5 a un 10% de todos los genes bacterianos codifican para proteínas involucradas en sistemas 

de expulsión (213,258). 

 

La mayor parte de estos sistemas se expresan de una forma basal o no se expresan. La 

sobreexpresión de sistemas de expulsión activa es la responsable de la resistencia. Esta 

sobreexpresion puede deberse a: 1) Una inducción de la expresión de los genes que codifican 

para estos sistemas, 2) Mutaciones en los promotores de estos genes los cuales alteran la 

expresión y/o 3) alteraciones en los genes o sistemas de regulación de la expresión génica 

(63,64,124,127). La finalidad de la sobreexpresión de estos sistemas de expulsión activa es 

expulsar el antibiótico del interior celular e incrementar la CMI final del microorganismo. 

Debido a este sistema la CMI puede incrementarse de 4 a 16 veces. 

 

Esta sobreexpresión puede darse concomitantemente con la adquisición de mutaciones 

en las proteínas diana; así podemos encontrar dos cepas con las mismas mutaciones en los 

genes diana pero con diferentes CMIs, probablemente debida a la sobreexpresión de una 

bomba de expulsión en una de ellas.  

 

Los mecanismos de expulsión mejor caracterizados en Gram-positivos son NorA 

(127,223,226) en  S. aureus, PmrA (29,80,183,183) en S. pneumoniae, Bmr en Bacillus y Lde 

en Listeria monocytogenes  (84). Usando inhibidores para este tipo de bombas de flujo se ha 

llegado a caracterizar que aproximadamente cerca de un 50% de las cepas de  S. aureus y de  
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S. pneumoniae podrían presentar este tipo de mecanismo de resistencia (29,183,190,223). 

Aunque no todas las quinolonas se ven afectadas de la misma manera, probablemente por la 

acción conjuntamente de distintas bombas de expulsión (80,123,126,188) (Artículo V). 

 

 

Tabla 10. Principales bombas de expulsión en Gram positivos.  

 
Especie 

 
Bombas de expulsión 

Staphylococcus aureus Nor A, Nor B,  MsrA, QacA,B, TetK 

Streptococcus pneumoniae PmrA, Mef E,  

Listeria monocytogenes MdrL, Lde 

Bacillus subtilis Bmr, Blt, EbrAB 

Enterococcus faecalis Lsa, EmeA 

Streptococcus pyogenes MefA 

Lactococcus lactis LmrA, LmrP 

Corynebacterium spp LmrB, 

 

 

1.8.3 Otros mecanismos de resistencia 

1.8.3.1 Alteración de la expresión de las proteínas diana. 
 

 Recientemente, en S.aureus se ha descrito que la alteración en la expresión de los 

genes gyrA/gyrB y de grlA/grlB puede alterar la susceptibilidad del microorganismo frente a 

las quinolonas. En concreto Ince et al. (113) describen un aumento de resistencia debido a la 

reducción de la expresión de la Topoisomerasa IV, que presenta una mutación G→A 13pb 

gen arriba (“upstream”)  del  codon de  inicio de  transcripción. Además  en el mismo mutante  
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encuentran un incremento de la trancripción de gyrBA, y de topB, postulando que este 

incremento puede compensar  la reducción de la expresión de parEC. 

 

 Las cepas de este estudio son mutantes obtenidos in vitro, por lo que aún no se conoce 

si este sistema de resistencia se da en cepas clínicas, y con qué frecuencia. 

 

1.8.3.2 Mecanismos de resistencia mediados por plásmidos. 
 

 Hasta el día de hoy, no se han descrito mecanismos de resistencia mediados por 

plásmidos en bacterias Gram-positivas, mientras que sí se ha hecho en bacterias Gram-

negativas tales como Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae. Este mecanismo está 

mediado por un gen plasmídico llamado qnr (197,240,257). Este gen se detectó en un 

plásmido conjugativo, en una estructura tipo integrón, en una cepa de E. coli de origen 

urinario (155).  

 

 Este mecanismo de resistencia aumenta la resistencia de las cepas de 4 a 8 veces 

(196,241) y complementa a otros mecanismos de resistencia como la adquisición de 

mutaciones o a los sistemas de expulsión activa (240). 

 

  El mecanismo de acción de Qnr se basa en la unión de esta proteína a la ADN girasa; 

esta unión no requiere la presencia del complejo ADN girasa-Quinolona-ADN para su 

formación. Se postula que la formación del complejo Qnr-ADN girasa ocurre antes del 

bloqueo de la ADN girasa por parte de la quinolona. Además,  se ha observado  una reducción  
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en la formación del complejo en presencia de Qnr (241). La presencia de  este gen de 

resistencia se ha descrito en diferentes lugares de la geografía mundial; China, USA, 

Alemania, Francia y Turquía, aunque con una baja prevalencia (120,144,256,257).   

 

 Recientemente, Hata et al (93) describieron otro gen de resistencia, qnrS, contenido en 

un plásmido transferible en una Shigella flexneri. Esta nueva proteina, QnrS, presenta un 59% 

de aminoácidos identicos a Qnr. También en Vibrio parahaemolyticus se ha descrito una 

proteína homologa a Qnr llamada VPA0095 (169). 

 

1.8.3.3 Alteración de las porinas. 
 

 Este mecanismo de resistencia sólo se ha descrito en bacterias Gram-negativas y 

consiste en disminuir o inhibir la expresión de genes que codifican para porinas, utilizadas por 

las quinolonas como vía de entrada al interior celular, por lo que la acumulación del 

antibiótico en el interior celular sería menor (36,154). 

 

 Este mecanismo de resistencia generalmente se da a la vez que la sobreexpresión de 

sistemas de expulsión activa, y esto es debido a los mecanismos de regulación de los genes. 

Así pues, con un solo regulador como marA en el caso de E. coli y  Klebsiella pneumoniae 

(238), tenemos una menor penetración del antibiótico (debido a la reducción en la expresión 

de porinas), más la eliminación del antibiótico (por la sobreexpresión de bombas de flujo), lo 

que acaba por generar un aumento en la CMI, es decir resistencia.  
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1.9  Mecanismos de transferencia de la resistencia. 
 

Las resistencias generalmente aparecen por mutaciones y posterior selección en 

presencia de antibiótico, o mediante la adquisición de elementos móviles transmisibles, tales 

como plásmidos o transposones, integrones etc. 

Hay diferentes mecanismos que explican la adquisición o el intercambio de material 

genético, (figura 11): 

 

1) La transducción,  que consiste en la vehiculización de material genético inter o 

intra-especie mediada por bacteriófagos, se produce generalmente en una especie 

particular a la cual el bacteriófago es capaz de infectar.  

2) La conjugación,  es capaz de cruzar la barrera entre especies, pudiéndose dar 

entre bacterias Gram-negativas o Gram-positivas entre sí, e incluso entre Gram-

positivos y Gram-negativos. Este mecanismo necesita de un contacto célula-

célula, por lo que generalmente se da entre aquellas bacterias que ocupan un 

mismo nicho ecológico.  

3) La transformación, presente en aquellas bacterias que son capaces de adquirir 

ADN exógeno del ambiente que les rodea e integrarlo en su cromosoma (21). El 

ejemplo más claro de una bacteria con este mecanismo de adquisición de 

resistencias es S. pneumoniae. 

 

Por otro lado, se habla de diseminación vertical cuando la diseminación de la 

resistencia es por causa de un brote epidémico, como por ejemplo la diseminación de un clon 

epidémico de S. aureus resistente a meticilina (SARM) (21), o se habla de diseminación 

horizontal cuando hay intercambio genético entre bacterias o adquisición de ADN exógeno, 

ya sean de la  misma especie o de especies diferentes (21). 
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1) Transducción           2) Conjugación     3) Transformación 

 
Figura 11.  Modelos de transferencia de mecanismos de resistencia. 
 

 En el  caso de las quinolonas, no se han descrito mecanismos de transmisión de 

resistencias, debido a que las proteínas diana, ADN-girasa y topoisomerasa IV, así como los 

mecanismos de expulsión activa, se encuentran localizados en el cromosoma bacteriano y no 

se han encontrado en plásmidos u otros elementos transmisibles tales como integrones o 

transposones.  

 

En cambio en Gram-negativos, sólo se ha descrito la tranferencia de resistencia a 

quinolonas mediada por el gen plásmidico qnr (ver punto 8.3.2.), en concreto mediante 

conjugación y entre las enterobacterias (93,155,197,205,240). 

 

En el caso de los estreptococos del grupo viridans y Streptococcus pneumoniae se ha 

descrito la transmisión de resistencia mediante transformación, ya sea in vitro o en cepas 

clínicas, de fragmentos de gyrA o parC  que contienen  mutaciones de resistencia (15,59,117).  

 

Éste es un fenómeno poco habitual en el caso de la resistencia a quinolonas (18), pero en 

cambio es muy frecuente en el caso de la resistencia a β-lactámicos, donde se encuentran una 

gran variedad de genes mosaico. 
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1.10 Efectos producidos por la propia molécula de quinolona. 
 

Las quinolonas además de ejercer su función como antimicrobianos, pueden provocar 

otra serie de cambios en la célula, entre los que se encuentran; 1) la movilidad de elementos 

de inserción, ya sean transposones, integrones o islas de patogenicidad, y 2) La curación de 

plásmidos.  

 

Se conoce además que las quinolonas son agentes mutagénicos, por lo que la aparición 

de mutantes no es sólo debida a mutaciones al azar de las proteínas diana mediante  la presión 

selectiva de las quinolonas si no además esta característica propia de cada molécula 

favorecerá la aparición de estas mutaciones de manera más rápida. 

 

1.10.1 Inducción de la movilidad de elementos genéticos. 
 

Las quinolonas provocan la movilización de secuencias de inserción, transposones o 

integrones. El mecanismo por el cual se produce el salto o el cambio de localización de estas 

estructura no se conoce, pero parece que el sistema SOS bacteriano estaría implicado. 

 

Este efecto, cada vez está adquiriendo mayor importancia, ya que se ha descrito que 

estos elementos móviles son capaces de insertarse delante de genes capaces de generar 

resistencia, como bombas de expulsión activa. Al insertarse en estas posiciones en primer 

lugar inactivan la regulación y en segundo lugar al perder el promotor propio del gen, pasan a 

utilizar un promotor, de naturaleza más fuerte, contenido en las secuencias de inserción con lo 

que la expresión de estos genes aumenta. 
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 Este control de la expresión de bombas de expulsión ha sido descrito en E. coli y 

Salmonella tiphymurium, donde las secuencias de inserción se han localizado delante de 

acrAB y de acrEF (119,134,176) aumentando su expresión y en consecuencia la resistencia a 

quinolonas. Esto también se ha podido demostrar in vitro, donde incubando las cepas en 

presencia de quinolonas se ha observado que estas secuencias de inserción se colocan delante 

de acrA (119). 

 

 En nuestro laboratorio, también se  ha observado la movilización de elementos de 

inserción, en concreto en mutantes in vitro de S. aureus obtenidos con clinafloxacino, se 

observó que una secuencia de inserción saltó y se localizó delante del promotor de norA 

(Sierra JM, resultados no publicados). La implicación de esta secuencia en la sobreexpresión 

de esta bomba está todavía por determinar. 

 

 Además, estos sistemas no solo afectan a las quinolonas, aun siendo estas quienes lo 

producen. En Acinetobacter baumannii se ha descrito una inserción ISI-Aba, la cual es 

movilizada por las quinolonas y se localiza delante de ampC, que codifica para una               

β-lactamasa constitutiva que al sobreexpresarse confiere resistencia a β-lactámicos y 

cefalosporinas. En nuestro grupo (Ruiz Chaler, M., resultados no publicados) se ha llevado un 

estudio sobre la inducción de esta transposición mediada por ciprofloxacino encontrándose 

que tiene lugar con una frequencia de 2x10-4. 
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1.10.2  Curación de plásmidos. 
 

La curación de plásmidos por parte de las quinolonas está bien documentada, aunque 

no se conoce bien el mecanismo por el cual se produce. En 1976, Hanh y Ciak (89) 

demuestran que sustancias que se intercalan entre las cadenas de ADN son capaces de 

eliminar plásmidos del interior celular, y entre estas sustancias encontramos al ácido 

nalidíxico. También describen que este fenómeno ocurre en concentraciones subinhibitorias 

de ácido nalidixico. Posteriormente aparecen más trabajos (27,259) con otras quinolonas 

donde se observa el mismo efecto, por lo que podemos suponer que esta característica de 

curación de plásmidos la comparte toda la familia de las quinolonas. 

 

Otro efecto relacionado, es la inhibición de la transferencia de plásmidos ejercida por 

las quinolonas. En este caso parece que la inhibición se produce por un funcionamiento 

ineficiente del sistema de conjugación en presencia de quinolonas (33,166,260). También en 

este caso las concentraciones de quinolonas están por debajo de las CMI de las cepas 

utilizadas en los estudios. 
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1.10.3  Mutagenicidad 
 

El efecto mutagénico mediado por las quinolonas  fue demostrado mediante el test  de 

mutagenicidad en Salmonella por Levin et al (138), concretamente para el ácido nalidíxico y 

el ofloxacino. Años más tarde Ysern et al (268) hizo extensivo esta característica a otras 

quinolonas como el norfloxacino, temafloxacino y el lomefloxacino. Se ha sugerido que la 

mutagenecidad mediada por las quinolonas requiere que el sistema de reparación por excisión 

Uvr sea funcional, además de estar implicado el sistema SOS (40,83). 

 

Esta característica, la mutagenicidad, la comparten todas las moléculas de la familia de 

las quinolonas, pero parece que el grado de mutagenicidad que presentan cada una de ellas es 

distinto (Artículo V) y se ha relacionado con el radical en posición 8 de la molécula de 

quinolona (68,217). Además en un estudio reciente (Artículo V) se ha relacionado el grado de 

mutagenicidad que presentan diferentes quinolonas, en dos tests distintos, com la capacidad o 

rapidez que tienen las mismas para seleccionar mutantes resistente  in vitro.  
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1.11  El problema de la multiresistencia. 
 

Los microorganismos no sólo presentan resistencia a las quinolonas, sino que pueden 

presentar resistencia a cualquier antibiótico. El problema se presenta cuando un mismo 

microorganismo presenta resistencia a múltiples antibióticos. Actualmente se aíslan bacterias 

resistentes a múltiples antibióticos causando graves problemas para el tratamiento. 

 

Patógenos Gram-negativos tales como E. coli, Samonella spp, Stenotrophomonas 

maltophilia, y Acinetobacter baumannii presentan muy frecuentemente patrones de 

multiresistencia lo que representan un grave problema para el tratamiento de las infecciones 

causadas por estos microorganismos. El caso de Acinetobacter baumannii es especialmente 

grave, se han llegado a describir aislamientos clínicos que presentan resistencia a todos los 

antibióticos disponibles. 

 

 Por otro lado, las infecciones producidas por bacterias Gram-positivas son cada vez 

más importantes, particularmente las ocasionadas por aquellos patógenos que también 

presentan multirresistencia, como podría ser el caso de Staphylococcus aureus, Streptococcus 

pneumoniae y los enterococos resistentes a la vancomicina.   

 

Por ello, el conocimiento de las bases moleculares de los mecanismos de resistencia es 

útil, en primer lugar para desarrollar nuevos fármacos que eviten los mecanismos de 

resistencia presentes, y en segundo lugar poder elegir nuevas combinaciones antibióticas, más 

eficaces para el tratamiento de las infecciones producidas por bacterias multirresistentes. 
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 El género Staphylococcus pertenece a la familia Micrococcaceae, la cual engloba 

también otros géneros de escasa importancia clínica. En este género se conocen más de 25 

especies, de las cuales sólo cuatro tienen relevancia clínica; S. aureus, S. epidermidis y S. 

saprophyticus y S.luguinensis.  De éstas la primera es, sin duda, la más importante causando 

ya sean infecciones nosocomiales como infecciones adquiridas en la comunidad.. 

 

 El S. aureus, como todo el género al que pertenece, es un coco Gram-positivo, 

inmóvil, no esporulado, de forma esférica de 0,8 a 1µm de diámetro. Una de sus 

características es que se puede dividir en los tres planos espaciales, lo que les permite formar 

grupos celulares en forma de racimo, típicos de este género, aunque también se pueden 

encontrar en formas aisladas o en forma de cadenas cortas. 

 

 

 

 Figura 12.  Tinción de Gram, S. aureus; tomada de  www.visualsunlimited.com 
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 El estafilococo crece bien en medios de cultivo enriquecidos, son organismos 

anaerobios facultativos, la temperatura óptima de crecimiento puede variar de 30 a 37 ºC y 

algunas cepas se cultivan mejor en presencia de una atmósfera rica en CO2. Producen catalasa 

y pueden fermentar varios hidratos de carbono con producción de ácido láctico y según la 

especie pueden crecer en presencia de altas concentraciones de cloruro sódico. En agar las 

colonias son lisas, opacas, redondeadas y blancas o pigmentadas dependiendo de la especie. 

 

 La principal característica que permite diferenciar al S. aureus de los demás miembros 

de su género es la producción de coagulasa.  

  

 

2.1  Patógenesis 
 

El principal reservorio de S. aureus es el ser humano, encontrándose en portadores 

sanos entre 20% - 25% de la población. Esta colonización puede afectar a la mucosa nasal, 

orofaringe y epidermis en general. 

 

Tiene una gran capacidad para sobrevivir en ambientes adversos por la acción de sus 

determinantes de patogenicidad (cápsula polisacarida, producción de enzimas como la 

coagulasa, catalasa, hialurodinasa etc.), así como por su capacidad de crecer formando 

biopelículas (biofilm). 

 

El S.aureus expresa una serie de potenciales factores de virulencia los cuales les 

permite en primer lugar colonizar un tejido para posteriormente infectarlo. 
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En primer lugar encontramos proteínas u otras estructuras que facilitan la colonización 

del huésped, formado por componentes de la pared celular como son el peptidoglucano y la 

proteína A. Además entre éstos se encuentra el “clumping factor” o factor de agregación que 

posee la capacidad de asociarse al fibrinógeno y le permite colonizar las mucosas. En segundo 

lugar encontramos distintas enzimas que participan el proceso de infección entre otras 

encontramos la coagulasa, que transforma el fibrinógeno en fibrina, coagulando el plasma y 

formando un foco aislado o absceso; las estafiloquinasas, que descomponen las mallas de 

fibrina contribuyendo a la capacidad invasora; y otras enzimas como fosfolipasas, fosfatasas, 

nucleasas que también colaboran en el proceso de infección. Por último, encontramos las 

toxinas, éstas son de naturaleza proteica y pueden producir su efecto en zonas distantes de la 

infección, entre estas  las más importantes son las hemolisinas, que actúan rompiendo la 

membrana de distintas células como hematíes, leucocitos, fibroblastos etc.; toxinas 

exfoliativas; la toxina del síndrome del shock tóxico que inducen la producción de 

interleucinas; y por último enterotoxinas. 

 

2.2 Presentaciones clínicas. 
 

S. aureus está considerado como un patógeno primario, causando infecciones ya sea a 

nivel nosocomial o en el ámbito comunitario. 

 

El S. aureus produce infecciones superficiales como son; forúnculos, foliculitis, 

infecciones de herida quirúrgica. También provoca infecciones mucho más graves, 

especialmente en pacientes immunodeprimidos, quemados, o con alguna enfermedad crónica. 

estas infecciones incluyen neumonía,  abscesos, osteomielitis, endocarditis, o meningitis.  
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También es causa de infecciones asociadas a dispositivos intravasculares o a prótesis 

articulares o válvulas artificiales de corazón. 

 

No sólo causa infecciones, sino que además es capaz de  presentar cuadros clínicos 

debido a la excreción de toxinas, así puede producir toxoinfecciones alimentarias debido a las 

enterotoxina que secreta, o el síndrome del shock tóxico debido a la secreción de la toxina del 

shock tóxico (TSST) muy relacionada con el uso de tampones en mujeres.  

 

 

 

 Figura 13. Staphylococcus aureus adherido a un catéter. 
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El género Streptococcus es un grupo heterogéneo de bacterias Gram-positivas, de una 

gran importancia clínica. Algunas de las especies pertenecientes a este género son parte de la 

flora normal de animales y humanos, pudiendo además ocasionar enfermedades que varían 

desde aguda a crónicas. La nomenclatura de este grupo, especialmente en medicina está 

basada más en la identificación de los serogrupos, en concreto se utiliza la clasificación de 

Lancefield (classificación para estreptococos β-hemolíticos) , más que en el nombre de las 

especies que forman el género. Dentro de este género encontramos dos patógenos de 

importancia como son S. pneumoniae y S. pyogenes. 

 

S. pneumoniae  es un coco Gram-positivo encapsulado, inmóvil y no esporulado, de 

forma  oval o esférica de 0.5 a 1.25 µm de diámetro. Generalmente esta en forma de 

diplococcos o formando cadenas. A diferencia de los Staphylococcus no puede formar 

racimos debido a que solo tienen un plano de división. 

 

Figura 14. Tinción de Gram. Streptococcus pneumoniae; tomada de  

www.visualsunlimited.com 
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Streptococcus pneumoniae necesita de ciertos requerimientos para su aislamiento, 

como crecer en una atmósfera con elevada concentración de CO2, aunque son anaerobios 

facultativos, y pueden fermentar una amplia gama de  carbohidratos. Son catalasa y oxidasa 

negativos, y α-hemolíticos.  En placas de agar-sangre las colonias de pneumococo presentan 

un aspecto brillante y son circulares y pequeñas, de alrededor de 1mm. 

 

Una característica que permite diferenciar al S. pneumoniae del resto de  Streptococcus 

del grupo viridans es la sensibilidad a la optoquina, que inhibe el crecimiento del pneumococo 

pero no de los estreptococos del grupo viridans. 

 

3.1 Patogenesis 
 

El S. pneumoniae fue aislado por primera vez en 1881 por Stenberg y Pasteur en 

estudios independientes y rápidamente se relaciono con la neumonía lobular aguda. Este 

microorganismo infecta solo a humanos y no se ha encontrado otro reservorio, se conoce que 

aproximadamente un 25-35% de la población posee S. pneumoniae como parte de la flora 

normal de la orofaringe. 

 

Es un microorganismo extremadamente lábil,  en sensible a los cambios bruscos de 

temperatura (frio-calor) y no es resistente a los ambientes secos, por lo que la transmisión de 

dicho microorganismo es directa persona-persona. Provocan infecciones principalmente 

cuando la resistencia del huésped es menor, principalmente en niños menores de 2 años y 

personas mayores de unos 65 años. 
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Los factores de patogenicidad de S. pneumoniae no se conocen bien. Sí parece tener 

una relación directa con la virulencia de este microorganismo la posesión de cápsula. En 

diversos estudios con ratones se ha demostrado que las cepas que carecen de cápsula son 

menos virulentas, parece que la cápsula protegería a los S. pneumoniae de los procesos de 

fagocitosis. Otros factores de patogenicidad, que contribuirían a la virulencia serían 

componentes de la pared celular, en concreto el peptidoglucano y los ácidos teicoicos, que 

producen una gran respuesta inflamatoria, neumolisinas, que parecen tener un 

comportamiento citotóxico para las células eucariotas y otros como autolisinas y adhesinas. 

 

3.2  Presentaciones clínicas. 
 

El S. pneumoniae esta considerado como el microorganismo más importante como 

causa de neumonía adquirida en la comunidad.  

 

Además de la neumonía, S. pneumoniae,  es causa de infecciones del tracto 

respiratorio superior e inferior; otitis media, especialmente en niños y sinusitis. Una de las 

complicaciones graves, es la meningitis que generalmente ocurre por una extensión de la 

infección desde el oído medio, o después de una bacteriemia con foco pulmonar. Menos 

frecuentes son otras infecciones como la infección articular o la osteomielitis por S. 

pneumoniae debidas, generalmente, también a una bacteriemia previa y rara vez es causa de 

endocarditis. 
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 El género Corynebacterium  ha sido considerado durante muchos años como un 

genero de escasa o nula implicación clínica, con excepción de C. diphtheriae  único patógeno 

reconocido, dado la gravedad de la enfermedad  que provoca  la toxina que excreta al medio, 

el resto de microorganismos de este género se encuentran en la flora normal de humanos y 

animales.  A los microorganismos pertenecientes a este género también se les conoce como 

difteroides o corineformes, esto es debido a que presentan una morfología parecida o idéntica 

a la que presenta C. diphtheriae en una tinción de Gram. En este tipo de tincion se observa 

una disposición característica de las células que recuerda al grafismo de los símbolos chinos. 

 

 

  

Figura 14. Tinción de Gram de C. diphhteriae 
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Las corinebacterias son bacilos Gram-positivos, de unas 0,5 a 1-8µm, no esporulado, 

normalmente inmóviles, son generalmente aerobias o anaerobias facultativas y son 

productoras de catalasa. Para su crecimiento requieren de un medio enriquecido, como agar-

sangre, a una temperatura de alrededor de 37 ºC y una atmósfera enriquecida en CO2. 

 

 La identificación de las especies que componen este género es difícil, dada su 

complejidad y su escasa importancia clínica los sistemas de identificación no discriminan 

suficientemente y en muchas ocasiones las identificaciones no son correctas. Durante los 20 

últimos años se han usado la composición de los ácidos micólicos, fermentación de azucares, 

para su identificación y clasificación. 

 

 De los factores de patogenicidad se conoce muy poco o nada, con excepción de la 

toxina diftérica. Esto es debido a que solo se consideraba a C. diphtheriae como patógeno, 

mientras que el resto de las especies pertenecientes a este género se consideraban como 

especies saprofitas y su aislamiento en una muestra clínica era considerada como una 

contaminación de la muestra. Pero en los últimos años se ha observado un incremento de 

publicaciones asociando a este género con diferentes infecciones, como endocarditis, 

osteomielitis, probablemente asociado al incremento de personas inmunodeprimidas, ya sean 

por estar sometidas a inmunosupresores debido a un transplante de órganos, o por el 

incremento de pacientes VIH positivos. Por este motivo hay autores que sugieren que se 

preste una especial atención cuando estos microorganismos se aíslan en cultivo puro, o en 

gran cantidad en una muestra clínica sobre todo en aquellos pacientes con algún factor  que 

pueda predisponer a infecciones por Corynebacterium spp. 
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Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos, con un amplio espectro de 

acción y utilizados con gran éxito para el tratamiento de muy diversas patologías. Es también 

un grupo en plena fase de desarrollo, donde continuamente están apareciendo nuevas 

moléculas más activas que las preexixtentes en muchos casos. 

 

 Lamentablemente, la resistencia a quinolonas presenta entre la mayoría de sus 

moléculas lo que se conoce como resistencia cruzada, o susceptibilidad reducida.  Por ello y 

para poder desarrollar nuevas moléculas dentro de esta familia es importante conocer cuales 

son los mecanismos de resistencia que presentan los microorganismos, en concreto las 

bacterias Gram-positivas, frente a estos compuestos. De este modo se podrían diseñar nuevas 

moléculas que no se vean afectadas por los mecanismos de resistencia ya conocidos. Otro de 

los parámetros importantes es conocer como las propias quinolonas seleccionan la aparición 

de mutantes resistentes. 

 

Por todos estos motivos, para el presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos: 

1- Investigar las bases moleculares de los mecanismos de resistencia en bacterias 

Gram-positivas.  En concreto, a S.aureus un importante patógeno nosocomial, a S. 

pneumoniae un patógeno extrahospitalario y a Corynebacterium spp. un patógeno 

oportunista emergente, perteneciente a la flora habitual de la piel. 

2- Estudiar la selección in vitro de mutantes resistentes a quinolonas en 

aislamientos clínicos de S. aureus  y  S. pneumoniae. 

3- Determinar el grado de mutagenicidad  de las diversas fluoroquinolonas y 

correlacionarla con la selección de mutantes resistentes.  
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RESUMEN 
 
OBJETIVO: Determinar la actividad de 5 fluoroquinolonas frente a 22 aislamientos clinicos 

de Staphylococcus aureus (13 resistentes a meticilina (SARM) y 9 sensibles a  meticilina 

(SASM). En los que se caracterizaron los mecanismos de resistencia a dichos agentes 

antibacterianos. 

METODOS:  Las CMI a las diferentes quinolonas se realizó mediante microdilución, en 

presencia y ausencia de reserpina. Se amplificaron y secuenciaron las regiones determinantes 

de resistencia a quinolonas (RDRQ) de los genes gyrA, gyrB, grlA y grlB. La relación 

epidemiológica se realizó mediante el análisis de la digestión del ADN cromosómico con una 

enzima de restricción de baja frecuencia de corte, SmaI. 

RESULTADOS:  Las cepas SASM presentaron menor homología que las cepas SARM las 

cuales solo mostraron dos clones. Trovafloxacino fue la quinolona más activa frente a los 

aislamientos clínicos de S.aureus. Los aislamientos clínicos de S.aureus permanecen sensibles 

incluso presentando una sustitución en ambas subunidades GyrA y GrlA. Además, 

trovafloxacino no es un buen sustrato para NorA.   

CONCLUSIONES: Trovafloxacino fue la quinolona más activa frente a las cepas de            

S. aureus, seguido de levofloxacino y esparfloxacino, mientras que ciprofloxacino y 

norfloxacino fueron las menos activas, en ambas situaciones en presencia y ausencia de 

reserpina. Cepas epidemiologicamente relaciondas de S. aureus presentan diferentes 

mecanismos de resistencia, sugiriendo un evolución divergente del mismo clon.  Finalmente, 

16 S. aureus con una CMI a ciprofloxacino en presencia de reserpina 1mg/L ya presentan una 

mutación en el gen grlA. Esta CMI podría usarse como marcador de presencia de una 

mutación, contraindicando el uso de quinolonas, ya que se podría adquirir una segunda 

mutación durante el tratamiento. 
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RESUMEN 
 
 
Un aislamiento clínico de Staphylococcus aureus sensible a esparfloxacino se cultivo en 

concentraciones crecientes de esparfloxacino. Se analizó la presencia de mutaciones ne los 

genes gyrA, gyrB, grlA y grlB. La primera mutación encontrada se localizó en el gen gyrA 

(Glu88 a Lys). La mutación en el gen grlA  que ocasionaba un cambio en el aminoácido 

Ser80 a Tyr no apareció hasta dos pasos de selección posterior. No se encontraron mutaciones 

en los genes gyrB o grlB. Las bombas de expulsión estan involucradas en la adquisición de 

resistencia en concreto a norfloxacino y cirpofloxacino. La sobreexpresión de NorA puede ser 

resposable del incremento de la CMI del último mutante obtenido pasando de 32mg/L a 

>256mg/L. Diferentes incrementos en la CMI de esparfloxacino se ven afectados por algún 

mecanismo desconocido. 
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El aislamiento de cepas  de S. pneumoniae resistentes a múltiples antibióticos,           

β-lactámicos, macrólidos, tetraciclinas, y cotrimoxazol, es un problema de ámbito mundial 

mostrando un notable incremento durante la década de los 90 (116), lo que hacía 

indispensable la búsqueda de alternativas terapéuticas. Una alternativa  se encontró en las 

nuevas quinolonas o respirolonas, como el levofloxacino, gatifloxacino, moxifloxacino, y 

gemifloxacino, que presentaban una muy buena actividad frente a los patógenos Gram-

positivos en especial aquellos que causan infecciones respiratorias, comparándolas con las 

quinolonas clásicas como el ciprofloxacino u ofloxacino que presentaban limitaciones frente a 

este tipo de microorganismos. Actualmente, el uso de estos agentes antimicrobianos se ha 

generalizado de una manera muy rápida, lo que ha generado un aumento de cepas resistentes a 

quinolonas, hay diferentes estudios que muestran la prevalencia de cepas resistentes en 

diferentes países, encontrando desde un 1.4% en USA a un 7% de cepas resistentes en España 

(35,49,116,140,186).  

 

La resistencia a quinolonas en S. pneumoniae, como en la mayoria de especies 

bacterianas, esta mediada por dos factores: 1) Mutaciones en las proteínas diana, la ADN-

girasa  (codificada en los genes gyrA y gyrB) y la topoisomerasa IV (codificada en los genes 

parC y parE) (181,182,187), principalmente en las subunidades A de dichos enzimas, y 2) 

Sobreexpresion de sistemas de expulsión activa (28,80,188). PmrA es la bomba de expulsión 

mejor caracterizada en  S.pneumoniae. 

 

La finalidad de este trabajo fue analizar los mecanismos de resistencia en aislamientos 

clínicos de S. pneumoniae para disponer de cepas bien caracterizadas para posteriores 

estudios, como evaluar la susceptibilidad de nuevas quinolonas frente a cepas con 
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mecanismos de resistencia conocidos, estudios de selección de cepas resistentes in vitro u 

otros. 

 

Materiales y métodos. 

 

 Para caracterizar los mecanismos moleculares de resistencia a quinolonas se 

escogieron 22 aislamientos clínicos de S. pneumoniae, procedentes de distintos tipos de 

muestras clínica remitidas al Servicio de Microbiología del Hospital Clínic de Barcelona. 

Catorce cepas fueron sensibles a ciprofloxacino y 8 fueron resistentes a ciprofloxacino. 

 

Susceptibilidad.  Se determinó la susceptibilidad (CMI) de las 22 cepas  frente a 6 

quinolonas: ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino, gemifloxacino trovafloxacino y 

clinafloxacino, siguiendo el protocolo y las recomendaciones del “National Committee for 

Clinical Laboratory Standards (NCCLS)”. 

 

 Para determinar la presencia de sistemas de expulsión se determinó la CMI en 

presencia de 25 µg/ml de reserpina, un inhibidor de algunos sistemas de expulsión activa. Se 

entiende que hay presencia de una sobreexpresión de sistemas de expulsión activa cuando la 

CMI en presencia de este inhibidor se reduce un mínimo de 4 veces. 

 

 Como control se utilizó la cepa estándard ATCC 49619, de la colección de cultivos 

tipo americana. 
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Amplificación y secuenciación de la RDRQ de los genes gyrA, gyrB, parC y parE 

de S. pneumoniae. La amplificación de dichos genes se realizó mediante PCR (reacción en 

cadena de la polimerasa) siguiendo el protocolo y los cebadores utilizados por Pan et al (181). 

Para la secuenciación  del la RDQR de los genes gyrA, gyrB, parC y parE, se procedio a 

recuperar lel producto de PCR mediante un kit comercial de recuperación (Wizard SV Gel 

and PCR Clean-Up System; Promega, Madison, Wis.) para su posterior secuenciación con el 

kit a BigDye sequence kit v3.1; Applied Biosystems, Foster City, Calif.) y su posterior 

detección en el secuenciador automático (Abi Prism 3100, Perkin Elmer, Foster City, CA, 

USA). 

 

RESULTADOS 
 

 Susceptibilidad antimicrobiana. La Tabla 1 muestra las CMI obtenidas de: 

ciprofloxacino, moxifloxacino, levofloxacino, gemifloxacino, trovafloxacino y clinafloxacino, 

en presencia y ausencia de reserpina, un inhibidor de sistemas de expulsión activa, de las 22 

cepas clínicas de S. pneumoniae estudiadas. 

 

 Ocho de las 22 cepas presentaron resistencia a ciprofloxacino y levofloxacino, de las 

cuales 5 presentaban también resistencia a moxifloxacino y trovafloxacino y una cepa 

presentaba resistencia a moxifloxacino. En cuanto a la resistencia a gemifloxacino y 

clinafloxacino, no está definido un punto de corte pero si tomamos los mismos que para las 

quinolonas en general que suele ser de: sensible ≤1µg/ml y resistente ≥4 µg/ml, observamos 

que no existiría ninguna cepa resistente. 

 

 Al evaluar la CMI en presencia de reserpina se observa que no todos los antibióticos 

se ven afectados. Moxifloxacino y trovafloxacino no muestran ningún cambio en las CMI en 
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presencia de reserpina, 1 cepa muestra un descenso en la CMI de gemifloxacino y 2 cepas 

presentan una disminución en la CMI de clinafloxacino. Por el contrario ciprofloxacino y 

levofloxacino son los dos antibióticos donde se observa un mayor efecto de la inhibición de 

sistemas de expulsión activa por parte de la reserpina, en este caso 7 cepas presentan una 

reducción de la CMI de ciprofloxacino y 12 cepas presentan una disminución de su CMI de 

levofloxacino. 

   
Tabla 1. CMI a diferentes quinolonas en presencia y ausencia de reserpina de 23 cepas de S. 
pneumoniae. 

(+R), CMI en presencia de 25 µg/ml de reserpina. Cip, ciprofloxacino, Mox, moxifloxacino, Lev, levofloxacino, 
Gem, gemifloxacino, Trov, trovafloxacino, Cli, clinafloxacino 
 

  Cip  Mox  Lev  Gem  Trov  Clin 

CEPA  -R +R  -R +R  -R +R  -R +R  -R +R  -R +R 

5-321  64 32  4 4  32 8  1 0.25  8 8  2 0.5 

5-1  1 0.25  0.125 0.125  1 0.5  ≤0.015 0.007  0.06 0.06  0.06 0.03 

5-4  0.5 0.25  0.25 0.125  1 0.5  ≤0.015 0.007  0.06 0.06  0.06 0.03 

5-6  1 0.25  0.125 0.06  1 0.5  ≤0.015 0.007  0.06 0.06  0.06 0.03 

5-7  1 0.25  ≤0.06 0.06  1 0.25  0.03 0.015  0.125 0.125  0.06 0.03 

5-11  1 0.5  0.125 0.125  1 0.25  ≤0.015 0.015  0.06 0.125  0.06 0.06 

5-15  1 0.5  0.125 0.125  1 0.25  0.03 0.015  0.06 0.125  0.06 0.06 

5-19  2 0.5  0.125 0.125  1 0.5  ≤0.015 0.007  0.06 0.06  0.125 0.06 

5-21  2 0.5  0.06 0.125  1 0.5  0.03 0.015  0.06 0.06  0.06 0.06 

5-22  0.5 0.25  ≤0.06 0.125  0.5 0.5  ≤0.015 0.007  0.06 0.06  0.03 0.03 

5-23  0.25 0.125  ≤0.06 0.06  1 0.5  ≤0.015 ≤0.003  0.06 0.06  0.03 0.03 

5-26  1 0.25  0.125 0.125  1 0.25  ≤0.015 ≤0.003  0.06 0.06  0.03 0.03 

5-51  32 16  4 2  16 8  0.06 0.125  2 2  0.5 0.5 

5-102  4 8  2 2  8 4  0.06 0. 06  1 2  0.25 0.5 

5-115  64 16  4 2  16 4  0.25 0.125  4 2  0.5 0.5 

5-140  64 16  4 4  32 8  0.5 0.25  4 4  1 0.5 

5-144  32 16  2 2  16 4  0.25 0.125  4 2  0.5 0.25 

5-146  32 8  4 2  32 8  0.25 0.25  4 2  0.5 0.5 

5-151  16 8  4 4  16 8  0.25 0.25  2 2  1 0.5 

5-154  0.5 0.5  ≤0.06 0.125  1 0.25  ≤0.015 0.007  0.06 0.06  0.06 0.06 

5-165  0.5 0.5  0.5 0.125  1 0.25  ≤0.015 0.015  0.06 0.06  0.06 0.06 

5-166  1 0.25  0.125 0.125  1 0.25  ≤0.015 0.007  0.015 0.03  0.03 0.015 
ATCC 
49619  0.25 0.125  0.125 0.25  1 0.25  ≤0.015 0.007  0.03 0.06  0.03 0.03 
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Detección de mutaciones mediante amplificación por PCR y secuenciación de la 

RDRQ de los genes gyrA, gyrB, parC y parE de S. pneumoniae. Las mutaciones 

encontradas se  muestran en la Tabla 2. GyrB y ParE se vieron alterados en algunas de las 

cepas, sin embargo, ninguna de las sustituciones encontradas se relacionó con la adquisición 

de resistencia. Sin tener en cuenta dichos genes, y basándonos solo en gyrA y parC que son 

los responsables directos de la adquisición de resistencias en 8 de las 22 cepas no presentaban 

ninguna mutación en las RDRQ, 6 cepas presentaban una mutación; 4 cepas mostraban un 

cambio en la posición 137 de ParC, Lys a Asn, 1 cepa presentaba una Cys en lugar de una Arg 

en la posición 95 de ParC  y 1 cepa presentaba un cambio de Glu a Lys en la posición 85 de 

GyrA. Todas estas cepas (14 cepas) fueron sensibles a ciprofloxacino mostrando un rango de 

CMI de 0,25 a 2 µg/ml. 

 

 El resto, (8 cepas) fueron resistentes a ciprofloxacino, una cepa presentó una doble 

mutación de Ser a Phe en el codon  81 del gen gyrrA, y de Lys a Asn en el codón 137 del gen 

parC con un CMI de ciprofloxacino de 4µg/ml. Una cepa presentó una doble mutación en el 

gen parC, de Ser a Phe en el codón 79, y de Lys a Asn en el 137, presentando una CMI de 

cipofloxacino de 16µg/ml.. Cinco cepas presentaron también una doble mutación, en este caso 

se localizaron en los codones 81 del gen gyrA y 79 del gen parC y ambas fueron de Ser a Phe 

co un rango de CMI de ciprofloxacino de 32 a 64 µg/ml, además 4 de ellas presentaron la 

mutación Lys a Asn en la posición 137 de ParC. Finalmente, una cepa mostró 4 mutaciones 

una en el gen gyrA de Ser a Tyr en el codón 81, y tres en el gen parC en los codones 79, 81 y 

137 cambiando de Ser a Phe, de Ile a Thr y de Lys a Asn, respectivamente, esta cepa presentó 

una CMI de ciprofloxacino de 64 µg/ml.  
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Tabla 2.  Mutaciones en la RDRQ de los genes gyrA, gyrB, parC y parE de  S. pneumoniae 
 

CEPA  Gyr A  Par C  
  S 81 E85  

Gyr B 
S 79 D 83 K 137  

Par E 

5-321  F ---  S 405→F F --- N  ---- 
5-1  --- ---  --- --- --- ---  --- 
5-4  --- ---  ---- --- --- R 95→C  --- 
5-6  --- ---  ---- --- --- N  I 368→V 
5-7  --- ---  ---- --- --- ---  I 368→V 
5-11  --- ---  ---- --- --- ---  I 368→V 
5-15  --- ---  S 478→N ---- --- N  ---- 
5-19  --- ---  --- --- --- ---  I 368→V 
5-21  --- ---  ---- --- --- ---  I 368→V 
5-22  --- ---  --- --- --- N  ---- 

5-23  --- ---  K 458→N 
S 478→I --- --- ---  --- 

5-26  --- ---  --- --- --- N  ---- 
5-51  F ---  ---- F --- N  I 368→V 
5-102  F ---  --- --- --- N  I 368→V 
5-115  Y ---  --- F I 81→T N  I 368→V 
5-140  F ---  S 4O5→F F --- N  I 368→V 
5-144  F ---  --- F --- N  I 368→V 
5-146  F ---  --- F --- ---  I 368→V 
5-151  --- ---  --- F --- N  I 368→V 
5-154  --- K  --- --- --- ---  --- 
5-165  --- ---  --- --- --- ---  I 368→V 
5-166  --- ---  --- --- --- ---  --- 
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RESUMEN 
 

Dos cepas de Staphylococcus aureus y 5 cepas de Streptococcus pneumoniae sensibles 

a quinolonas fueron escogidos para obtener mutantes in vitro resistentes a quinolonas, 

selecionados en  “multiples-pasos”. Las fluoroquinolonas usadas fueron ciprofloxacino, 

moxifloxacino, levofloxacino, gemifloxacino, trovafloxacino y clinafloxacino. La 

mutagenicidad de estas quinolonas se testó mediante los ensayos de retromutación de 

Salmonella y  E. coli. 

La selección por “multiples-pasos” mostró que: 1) Todos los S. aureus resistentes 

seleccionados  in vitro presentaban al menos una mutación en el gen grlA gene y un 86.6%  de 

los S. pneumoniae resistentes presentaron mutaciones en los genes gyrA, parC o en ambos 

genes.  2) Moxifloxacino y levofloxacino seleccionaron cepas resistentes de S. aureus y S. 

pneumoniae más tarde que las otras quinolonas usadas. Esta diferencia es más obvia en         

S. aureus. La acumulación de las fluoroquinolonas no explica la diferencia en la selección de 

muatantes, levofloxacino y moxifloxacino se acumulan en el interior celular en las mismas 

cantidades que clinafloxacino y trovafloxacino.  

Los resultados obtenidos muestran que moxifloxacino y levofloxacino tienen menor 

poder mutagénico en los dos tests efectuados, sugiriendo una posible relación entre la 

selección de muatntes resistentes y el grado de mutagenicidad de la propia molécula. Además, 

gemifloxacino selecciona con más frecuencia mutantes resistentes por sobreexpresión de 

bombas de expulsión más frecuentemente que otras quinolonas usadas. 

En conclusión, el riesgo de desarrollar resistencia a quinolonas dependería no solo del 

inóculo del microorgansimo y de la concentración de quinolona en el sitio de infección, sino 

también del poder mutagénico de la quinolona usada. Siendo moxifloxacino y levofloxacino 

las menos mutagénicas.  
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RESUMEN 
 

La susceptibilidad a quinolonas se analizó en 17 aislamientos clínicos de Corynebacterium 

striatum y nueve aislamientos clínicos de Corynebacterium amycolatum mediante E-test en 

placas de Müller-Hinton agar. La cepas de colección ATCC 6940 se usó como control. Se 

caracterizó la región determinante de resistencia a quinolonas del gen gyrA. Se selecionaron y 

analizaron 4 mutantes resistentes in vitro de C. amycolatum. Ambos tipos de cepas, in vitro  o 

in vivo resistentes a quinolonas presentaron altos niveles de resistencia a quinolonas 

presentando una doble mutación, en las posiciones 87 y 91 ó en las posiciones 87 y 88 ( una 

mutación inusual) en GyrA, mientras que las mismas mutaciones en las posiciones 87 y 91 en 

C. striatum producian altos niveles de resistencia a ciprofloxacino y levofloxacino pero solo 

un moderado incremento en la CMI de moxifloxacino, sugiriendo que otros mecanismos de 

resistencia puede estar implicados en la resistencia a moxifloxacio en C. amycolatum. 

Además, se ha diseñado una técnica de PCR-RFLP, con el enzima de restricción NcoI, en el 

gen gyrA capaz de distinguir entre C. amycolatum y  C. striatum. 
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7 DISCUSIÓN 
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 El descubrimiento de las quinolonas  fue un hito importante en la historia de la 

antibioterapia. De hecho fue la primera familia de antibióticos compuestos únicamente por  

moléculas sintéticas.  Esto hizo pensar en los primeros tiempos de utilización clínica de este 

tipo de compuestos, que debido a que las bacterias no habían estado nunca en contacto con 

estas nuevas moléculas, el desarrollo de resistencias a este nuevo grupo farmacológico sería 

difícil. Por lo que se auguraba un futuro esperanzador para el tratamiento de las infecciones. 

 

 La introducción de la primera quinolona, el ácido nalidíxico, en la práctica clínica fue 

alrededor del año 1967 (53), y básicamente su uso se limitó al tratamiento de infecciones 

urinarias (10,53). Dos años más tarde, en 1969 un estudio de Hane et al (90) encuentra dos 

genes relacionados con la resistencia a nalidíxico en cepas de E. coli  K12. Estos dos genes 

los llama nalA y nalB, localizados bastante juntos en el cromosoma, a 42 y 51 minutos, en el 

mapa de Taylor-Trotter. En esta época ya se conocía que, las quinolonas inhibían la 

replicación del ADN (87). Más adelante, Gellert et al describen la ADN girasa por primera 

vez (78) y un año más tarde describen la inhibición de la actividad de la ADN girasa por el 

ácido nalidíxico y el ácido oxolínico (77), y se empieza a apuntar a este enzima como 

responsable de la resistencia (77,232). Las primeras referencias de cepas clínicas resistentes 

aparecen a partir de mediados de los años 80 (43,215) principalmente de cepas de E. coli 

aisladas urocultivos y ya se relaciona con mutaciones en la posición 83 del gen gyrA (43,177). 

A la vez que se empezaba también a relacionar la resistencia con una reducción en la 

acumulación de las quinolonas (9,106). 
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Con la aparición de nuevas quinolonas, más activas y con un espectro más amplio 

sucedía lo mismo, al cabo de un cierto tiempo de su introducción en el mercado y de su uso 

(y/o abuso) aparecían cepas resistentes a los microorganismos diana de las nuevas quinolonas. 

Así pues, después de la introducción del ciprofloxacino a mediados de los 80 y de su uso para 

tratar infecciones sistémicas aparecen cepas resistentes, entre otros de  S.aureus, nuestro 

microorganismo sujeto a estudio (107,168,192,216,222,229). Lo mismo ocurre, con la 

aparición de las llamadas respirolonas y  S.pneumoniae (otro de los microorganismos sujeto a 

estudio) a finales de los años 90 (118,162,182,236,245). 

 

 El caso de nuestro último microorganismo (Corynebacterium spp.) de estudio es un 

poco diferente,  hasta hace pocos años sólo se le consideraba un contaminante de las muestras 

clínicas, y no se le relacionaba con la patología que sufría el paciente. Existen pocos estudios 

de sensibilidad antimicrobiana sobre este nuevo patógeno, y prácticamente no se encuentran 

citas en la literatura sobre los mecanismos de resistencia a los antibióticos de este 

microorganismo y si hablamos de quinolonas aún menos.  
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7.1 Articulos II, III y IV. Bases moleculares de la resistencia a 
quinolonas en S. aureus. 

 

 S. aureus es un importante patógeno nosocomial y frecuentemente causa brotes 

epidémicos intrahospitalarios. Una de las causas que pueden contribuir a la diseminación de 

este patógeno en el ámbito hospitalario es que suele presentar un patrón de multiresistencia 

que le permite sobrevivir en este tipo de ambientes y le permite diseminarse entre los 

pacientes, otro punto de vista alternativo sería pensar  que estas cepas causantes de brotes 

epidémicos presentan alguna otra propiedad llamada “epidemigenicidad” o factor de 

virulencia que facilita la colonización y posterior infección de los pacientes, lo que se ha 

descrito entre los SARM que parecen ser mas virulentos que los SASM ( Harnet AAC 1991, 

(3,92,222). En el Articulo II (223), se analizan los mecanismos de resistencia a quinolonas en 

23 aislamientos clínicos de S.aureus, así como su relación epidemiológica. 

 

 En este articulo se evaluó la actividad in vitro de 5 quinolonas, además de establecer la 

resistencia a meticilina de las 23 cepas de S. aureus. Las quinolonas más antiguas, como el 

caso del ciprofloxacino, norfloxacino y esparfloxacino presentaron unos niveles de resistencia 

mayores, 63%, 77% y 63% respectivamente en comparación con las nuevas quinolonas, 

levofloxacino 40% y trovafloxacino 18% que fue la quinolona que presento mejor actividad. 

Un 39.1% de las cepas fueron resistentes a meticilina. Tomando al ciprofloxacino como 

quinolona de referencia, podemos decir que todas las cepas resistentes a meticilina fueron 

también resistentes a ciprofloxacino, mientras que solo 1 cepa de las 9 sensibles a meticilina 

presentó resistencia a ciprofloxacino. Con esto podemos pensar que las cepas meticilin-

resistentes son con mucha mas frecuencia resistente también a las quinolonas, de hecho en la  
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literatura se puede observar que este tipo de cepas llamadas SARM presentan resistencia a 

múltiples antibióticos, entre ellos las quinolonas con aproximadamente un 90 % de resistencia 

a ciprofloxacino (62). 

 

 Actualmente, está bien establecido que la ADN girasa y la topoisomerasa IV son las 

proteínas diana para las quinolonas (77,232), de hecho se conoce que mutaciones en los genes 

gyrA y parC (grlA en  S. aureus) son las responsables de la adquisición de resistencia en un 

gran número de especies bacterianas (por no decir todas) entre las que se incluyen E .coli, 

Salmonella spp, Acinetobacter baumannii, Corynebacterium spp, Yersinia enterocolitica, S. 

aureus, S. pneumoniae. (181,182,206,208,209,214,223,224,249-251). 

 

 En S.aureus las sustituciones más habituales que se encuentran y que generan 

resistencia se localizan principalmente en los aminoácidos Ser80 y Glu84 de GrlA, la 

subunidad A de la topoisomerasa IV y en los amoniácidos Ser84 y Glu88 de GyrA, la 

subunidad a de la ADN-girasa (60,61,220,223), por orden de frecuencia de aparición, 

generalmente, encontramos una primera sustitución en el codon Ser80 de GrlA, presentando 

el cambio de Ser a Phe, posteriormente aparece la segunda sustitución que en este caso se 

localiza en el codon Ser84 de GyrA,en este caso la Ser se sustituye por una Leu. La tercera 

sustitución vuelve a aparecer en GrlA, en este caso sobre el aminoácido Glu84, siendo el 

cambio a Gly el más común aunque también se observa un cambio de Glu a Lys. Por último 

se encuentra la sustitución en el codón Glu88 de GyrA. En nuestro estudio no aparece 

ninguna cepa que presente esta cuarta mutación.  Otras sustituciones que afectan a otros 

codones en la RDRQ y que se relacionan con la adquisición de resistencia también se han 

descrito (77,107,115,229). También  se  han descrito  otras fuera de esta región en GrlA como  

 



DISCUSIÓN                                                                                                        Josep M. Sierra 

 108

son las que afectan a los aminoácidos Arg43, Pro157, y Ala 176 (112). En este caso los dos 

últimos aminoácidos se encuentran dentro del área que se secuenció en nuestro estudio y no se 

encontró ninguna mutación en estas posiciones. Con la aparición de las nuevas quinolonas no 

fluoradas, también  se han descrito nuevas mutaciones en esta subunidad A de la 

topoisomerasa IV que parecen afectar solo a este nuevo grupo de la familia de las quinolonas, 

éstas se sitúan en los codones 52 y 103 (201-203). Todas estas mutaciones se presentan en 

una muy baja frecuencia y por lo general en cepas resistentes obtenidas in vitro,  mientras que 

las mutaciones descritas previamente en las posiciones 84 y 88 de GrlA y 80 y 84 de GyrA se 

encuentran siempre en cepas clínicas resistentes. 

 

 Las mutaciones encontradas en los genes gyrB y grlB no juegan un papel importante 

en la adquisición de resistencia en cepas clínicas de S. aureus. 

 

 Existe una muy buena correlación entre la CMI que presentan las cepas a 

ciprofloxacino con el numero de mutaciones que presentan las cepas. así vemos que las cepas 

más sensibles a este antibiótico como son las cepas 4-108 y 5-61 con una CMI de 0.06 µg/ml 

no presentan ninguna mutación. Entre las cepas SASM encontramos cepas con una 

sustitución en GrlA y presentan un CMI a ciprofloxacino de 1 µg/ml y la cepa con mayor 

CMI es la 4-10 que presenta una CMI de 4 µg/ml. Las cepas MRSA presentan al menos dos 

sustituciones una en GrlA y una en GyrA con unas CMI a ciprofloxacino de 8 a 64 µg/ml y la 

que presenta mayor CMI 128 µg/ml es la cepa 4-95 con tres sustituciones; dos en GrlA y una 

en GyrA. La quinolona que presento mejor actividad frente a cepas clínicas de S.aureus fue 

trovafloxacino. 
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Es interesante observar el comportamiento del esparfloxacino y su relación con las 

mutaciones que presentan estas cepas. Como se puede observar la CMI del esparfloxacino no 

incrementa hasta que se produce una mutación en GyrA. Previa a esta mutación hay dos 

cepas, 5-96 y 5-117 que ya presentan una primera mutación en GrlA y la CMI que presentan 

es la misma o muy similar a las cepas que no poseen ninguna mutación. Esto nos hizo 

plantear la hipótesis que el sparfloxacino tiene como diana principal a la ADN girasa, en lugar 

de la topoisomerasa IV. Para resolver esta hipótesis nos planteamos el generar mutantes in 

vitro a esta quinolona y evaluar cual era la proteína que adquiría la mutación en primer lugar 

(Articulo III (210)). Para apoyar esta hipótesis se contaba con algunos estudios recientes que 

demostraban que dependiendo de la estructura de la molécula o de su hidrofobicidad la diana 

primaria de las quinolonas podría ser diferente (112). También existian algunos estudios en S. 

pneumoniae donde se demostraba que la diana principal del esparfloxacino era la ADN girasa 

(183). 

 

 Los resultados obtenidos en el  Artículo III (210) muestran que nuestra hipótesis fue 

correcta. La selección de mutantes resistentes a esparfloxacino generó una mutación en GyrA 

en la posición 88 sustituyendo el Glu por una Lys. Esta mutación se obtuvo cuando la cepa se 

seleccionó a una concentración de 1µg/ml de esparfloxacino. En este momento la cepa paso 

de tener una CMI de esparfloxacino de 0,25µg/ml a tener una CMI de 1 µg/ml. Las CMI de 

ciprofloxacino y norfloxacino también se vieron afectadas aunque en menor grado.  

Sustituciones que afecten la posición Glu88 ya habían sido descritas previamente 

(61,125,221). Pero esta sustitución es  la primera vez que describe como mutación única 

aunque en una cepa in vitro. Solo un estudio previo mostraba esta misma mutación pero 

concomitantemente  a una  mutación en grlA en  una cepa clínica  (221). Otros estudios  en  la  
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misma dirección (171) muestran que una sustitución en la posición Ser 84 de GyrA no afecta 

la CIM de ciprofloxacino, lo que todavía induce a pensar que diferentes quinolonas  muestran 

diferentes afinidades por las distintas topoisomerasas. Un estudio aparecido a finales del 2001 

evalúa la afinidad de 15 quinolonas frente a la ADN-girasa y la topoisomerasa IV, observando 

que la mayoría de las quinolonas, ciprofloxacino levofloxacino, trovafloxacino o norfloxacino 

entre otras  tienen preferencia sobre la topoisomeras IV, algunas mustran la misma 

preferencia por los dos enzimas como el clinafloxacino o el moxifloxacino y quinolonas como 

el esparfloxacino o el ácido nalidíxico tienen como diana principal a la ADN girasa (234). Por 

último la adquisición de una nueva mutación en la posición 80 de Ser a Tyr en GrlA genera 

altos niveles de resistencia en las tres quinolonas testadas. 

 

Se estudió, además, la implicación de otros mecanismos en la adquisición de 

resistencia al esparfloxacino, en concreto los sistemas de expulsión activa. Para ello se calculó 

la CMI que presentaban las cepas mutantes en presencia de 25 µg/ml de reserpina, un 

inhibidor de las bombas de expulsión (170). Se observó que el esparfloxacino no es sustrato 

para la bomba de expulsión NorA. Estudios previos ya apuntaban a que este tipo de bombas 

de expulsión activa tenían muy poca actividad sobre quinolonas hidrofóbicas como el 

esparfloxacino (126,266). Otros estudios, como los realizados por Piddock et al realizados en 

S. aureus (191), demostraron que además de la hidrofibicidad probablemente la estructura de 

la molécula de  quinolona es importante para ser reconocida como sustrato de la bomba de 

expulsión.  

 

Para norfloxacino se observó que NorA ejercía un ligero efecto sobre la adquisición de 

resistencia (excepto en la última cepa mutante 4-32H donde se observa un gran descenso en la  
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CMI de norfloxacino en presencia de reserpina). En cambio, analizando el efecto que 

producía NorA en la adquisición de resistencia a ciprofloxacino se observó que en casi todos 

los pasos de selección, la CMI en presencia de reserpina descendía de 4 a 6 veces.  

 

Los resultados de este trabajo, sugieren también, la presencia de algún mecanismo de 

resistencia de bajo nivel al esparfloxacino. Si nos fijamos en las cepas   4-32B y 4-32C se 

observa un incremento en la CMI de esparfloxacino de unas 5 veces pasando de 0,047 µg/ml 

a 0,25 µg/ml. Este incremento se genera sin la adquisición de ninguna mutación en las 

proteínas diana, y sin que se vea afectada la CMI a esparfloxacino en presencia de reserpina, 

además el siguiente mutante, la cepa 4-32D, sigue estable manteniendo las mismas CMI. Una 

posible explicación para este fenómeno sería la sobreexpresión de un sistema de expulsión 

activa no inhibible por reserpina y capaz de expulsar al esparfloxacino del interior celular. 

 

 La implicación la bomba de expulsión NorA en la resistencia a quinolonas en cepas 

clínicas también se evaluó en el Artículo II (223).  En 1990 se caracterizó el gen norA que 

codifica para una bomba de expulsión activa, NorA (266). Esta bomba se relacionó con la 

resistencia a quinolonas hidrofílicas como norfloxacino, ciprofloxacino u ofloxacino mientras 

que las quinolonas hidrofóbicas, esparfloxacino o el ácido nalidíxico, no eran sustrato para 

esta bomba. 

 

 Para observar el efecto de NorA sobre la CMI de las diferentes quinolonas, esta se 

realiza en presencia de un desacoplador del gradiente de protones, como el CCCP (carbonil-

cianida-m-clorofenil-hidrazona) o en presencia de un inhibidor de este tipo de bombas como 

la reserpina. Para considerar que la resistencia a las quinolonas  se debe a la  presencia de este  
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tipo de bombas de expulsión se considera que la CMI debe reducirse un mínimo de 4 veces, 

de lo contrario una reducción sólo de 2 veces puede ser debida otros factores; menor inoculo, 

o simplemente a la variabilidad que puede presentar la cepa al estar en una CMI intermedia a 

las que se determinan (presentar una CMI de 3µg/ml y disponer en el banco de diluciones las 

correspondientes a 2µg/ml y 4µg/ml). 

 

 La CMI de  diferentes quinolonas se evaluó en  23 cepas clínicas de  S.aureus 

(Artículo II (223))  en presencia de reserpina.  En este caso los resultados muestran que 

quinolonas como el esparfloxacino y el trovafloxacino no son sustarato para NorA, mientras 

que el resto de quinolonas testadas, ciprofloxacino, levofloxacino o norfloxacino, sí ven 

reducida su CMI en algunas cepas. Si calculamos los porcentajes de resistencia a quinolonas 

en presencia de reserpina, vemos que la resistencia a ciprofloxacino se ve reducida de un 63% 

a un 59%,  a norfloxacino de un 77% a un 63% y finalmente levofloxacino de un 63% a un 

37%. El esparfloxacino y el trovafloxacino no varían sus porcentajes de resistencia al no verse 

afectados por la inhibición de este tipo de bombas. 

 

En nuestro estudio se observa que prácticamente un 50% de las cepas analizadas 

presentan una reducción del a CMI frente a norfloxacino, comparable a otros estudios que 

estiman que el 30% de las cepas resistentes a ciprofloxacino disminuyen su CMI a 

ciprofloxacino en presencia de reserpina (218). Si desglosamos el efecto de la reserpina en la 

CMI a norfloxacino, en función de las mutaciones en los genes diana, gyrA y grlA vemos 

que: en todos los grupos, tengan 1 mutación, dos mutaciones o tres mutaciones, un 50% de las 

cepas presentan sobreexpresión de la bomba de expulsión activa, mientras que las cepas sin 

mutaciones presentan este fenotipo en un 33% de las cepas. 
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Una de las utilidades que se le pueden atribuir a calcular la CMI a ciprofloxacino en 

presencia de reserpina en cepas clínicas de S.aureus, es usarla como marcador de posesión de 

mutaciones en las proteínas diana. Como se puede observar, todas las cepas clínicas 

analizadas que presentan una CMI de ciprofloxacino de 1 µg/ml en presencia de reserpina, 

poseen al menos una sustitución en GrlA. Un sistema parecido se usa en enterobacterias 

donde la resistencia al ácido nalidíxico se usa como marcador de posesión de mutaciones en 

gyrA (207). Para validar esta metodología y emplearla en S.aureus se debería escoger un 

mayor número de cepas. Sería, además, recomendable establecer un marcador de este tipo ya 

que esta bien establecido que la probabilidad de desarrollar una segunda mutación capaz de 

elevar los niveles de resistencia durante un tratamiento con quinolonas es mucho más alta que 

el adquirir una primera mutación (207). 

 

 Probablemente en S.aureus existen diferentes sistemas de expulsión activa inhibibles y 

no inhibibles por reserpina implicados en la adquisición de resistencia (126,210), aunque 

NorA es el más estudiado.  Diversos estudios responsabilizaban directamente a este gen con la 

resistencia a quinolonas, aunque cual es el mecanismo responsable no se conoce bien. En 

1990 Ohshita et al. (174) describen que una mutación  que genera mayor afinidad por la 

quinolonas y es capaz de expulsarlas con mayor eficiencia, Schmitz et al. describieron una 

nueva mutación en la Gly 291 como posible causa del aumento de afinidad de la bomba  a las 

quinolonas  (219). Esto nos llevo a realizar el Articulo IV, para determinar cual si la causa de 

la actividad de NorA era una mutación en la zona codificante del gen.  

 

 

 



DISCUSIÓN                                                                                                        Josep M. Sierra 

 114

 

 El análisis del gen norA, no reveló la presencia de la mutación anteriormente 

encontrada por Ohshita et al. (174), en cambio  la mutación descrita por Schmitz et al. (219) 

se encontró en aproximadamente en el 50 de las cepas estudiadas por lo que se podía concluir 

que esta mutación debe considerarse más como un polimorfismo que como una mutación 

capaz de generar resistencia (resultados no publicados) por lo que no se pudo relacionar la 

presencia de una mutación con el aumento de actividad (resultados no publicados). Por otro 

lado, se observó que entre las 23 cepas clínicas analizadas aparecían dos secuencias distintas 

que codificaban para NorA. La secuencia de norA había sido publicada anteriormente por dos 

grupos distintos, el primero encabezado por Yoshida et al en 1990 (266) (número de acceso al 

Genbank D90119) y el segundo liderado por Kaatz et al en 1993 (127) (número de acceso al 

Genbank M97169). Estas eran las dos secuencias que aparecían en nuestras cepas. Estas dos 

secuencias diferían en la secuencia de nucleótidos un 8,82% y  en aminoácidos un 4,88%. Un 

dato curioso es que estas diferencias, parecían estar agrupadas a lo largo de la secuencia. De 

este modo encontrábamos que existían 4 zonas donde se agrupaban estas variaciones: la 

primera entre los aminoácidos 87 y 93; la segunda entre las posiciones 183 y 186; la tercera, 

la que acumulaba mas cambios entre los aminoácidos 277 y 297;  y la última al final de la 

proteína entre los aminoácidos 385 y 389. Atendiendo a estas diferencias se planteó que una 

secuencia podría ser más prevalente que la otra en cepas clínicas de S.aureus por lo que se 

ideó  un PCR para distinguir entre las dos secuencias. Para ello, y basándonos en una de las 

zonas que mostraban más diferencias entre los genes, se diseñaron un juego de “primers” o 

cebadores capaces de distinguir entre las dos secuencias. 
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 Una vez puesta a punto la técnica, se determinó cual era la secuencia de norA que 

poseían las 23 cepas clínicas de S.aureus. Se encontró que la secuencia más prevalente era la 

descrita por Yoshida et al. (266) con 18 cepas (78%) mientras que solo 5 (22%) mostraron la 

secuencia descrita por Kaatz et al. (127). Se intentó correlacionar el tipo de secuencia que 

codifica para la bomba de expulsión con su actividad, se observa que dos de las cinco cepas 

cuya secuencia es la descrita por Kaatz et al. solo afectan a norfloxacino cuando se observa 

una disminución de la CMI en presencia de reserpina, en cambio las cepas que presentan la 

secuencia es la descrita por Yoshida et. al muestran una reducción de la CMI en presencia de 

resperpina para ciprofloxacino y norfloxacino. 

 

 Estos resultados, junto con estudios que implican a otras bombas de expulsión activa 

en S. aureus como son QacA y QacB las cuales difieren solo en 7 aminoácidos, y que 

presentan diferentes afinidades por los mismos sustratos (185) nos hace sugerir que nos 

encontramos ante la misma situación, y que las dos secuencias que codifican para NorA y que 

difieren un 4,88% posiblemente muestren diferentes afinidades para las mismas quinolonas. 

Nuestra hipótesis apunta a que las 4 regiones variables entre estas dos secuencias podrían 

encontrarse formando parte del canal por donde de expulsa el antibiótico o en la zona de 

reconocimiento de los sustratos. De esta forma se podrían explicar las diferentes afinidades 

por los diferentes sustratos.   

 

 Más recientemente como causa de sobrexpresión, otros autores apuntan a que una 

mutación en el promotor estabiliza el RNA mensajero que codifica para NorA, con lo que 

aumenta la traducción de esta proteína (64), o que una  mutación en el promotor es la 

responsable de sobreexpresar este gen  (127). Actualmente,  se conocen dos sistemas distintos  
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de regulación de este gen; uno descrito por Fournier et al.  (63) en el cual se describe un 

sistema de regulación por doble componente ArlS-ArlR y un segundo a través de un regulador 

directo, NorR (actualmente llamado MgrA) descrito en primer lugar por Troung-Bolduc et al. 

(128,242,243). Por lo que hoy por hoy debería también analizarse las posibles mutaciones en 

la zona del promotor del gen así como la implicación de estos nuevos reguladores, para 

establecer si mutaciones o alteraciones de estos estén implicados en la sobreexpresión de 

NorA y en consecuencia en la resistencia a quinolonas. También se debería tener en cuenta a 

otras bombas de expulsión, inhibibles por reserpina y que tengan como sustrato a las 

quinolonas. Recientemente en S. aureus se ha descrito una nueva bomba llamada NorB 

implicada en la resistencia a quinolonas (242).  

 

Las bombas de expulsión activa no sólo afectan a las quinolonas, muchos otros grupos 

antimicrobianos se ven afectados por este mecanismo de resistencia, y la gran mayoría de 

microorganismo presentan este mecanismo de resistencia (139). Esto ha llevado a varios 

autores a buscar nuevos inhibidores, no tóxicos, de este tipo de bombas (37,79,150). La 

finalidad sería el administrar este inhibidor junto con la quinolona para reducir su CMI, y 

hacer más vulnerable el microorganismo al agente antimicrobiano. Otra de las ventajas que 

ofrece esta combinación es la reducción en la aparición de cepas resistentes (148,149). 

 

Una vez estudiados los dos mecanismos de resistencia implicados, mutaciones en las 

topoisomerasas y sobreexpresión de bombas de expulsión se quiso relacionar la adquisición 

de resistencia con el origen clonal de las cepas. Entre las cepas SASM nos encontramos dos 

cepas (5-96 y 5-117) que presentan una mutación en GrlA y una CMI a ciprfloxacino de 1 

µg/ml, mientras  que  otra cepa, la 4-49 presenta  una CMI a  ciprofloxacino  de 2 µg/ml  y  no  
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posee ninguna mutación. Esta última cepa cuando su CMI se calcula en presencia de reserpina 

su CMI desciende a 0,5µg/ml, por lo que es obvio que presenta  una sobreexpresión de una 

bomba de expulsión. Cuando se analiza la relación clonal entre estas cepas se observa que 

pertenecen a clones distintos, y que por una evolución diferente, llegan a la misma CMI 

presentando distintos mecanismos de resistencia. Por otro lado, podemos encontrar cepas que 

tienen el mismo origen clonal (cepas 4-46 y 4-95) y por  un mecanismo de evolución 

divergente en la adquisición de resistencia presentan distintos mecanismos de resistencia. 

 

Como se puede observar, el primer paso para la adquisición de  en S. aureus puede ser 

indistintamente la adquisición de alguna mutación en los genes diana, así como una 

sobreexpresión de un sistema de expulsión activa. Por otro lado, en bacterias Gram-negativas, 

especialmente E. coli, está bien establecido que el primer paso en la adquisición de 

resistencia, es siempre una mutación en los genes diana y que la sobreexpresión de bombas de 

expulsión sólo se observa en cepas previamente resistentes (119,129,159).  

 

Se analizó también la relación clonal de todas las cepas implicadas en el estudio, se 

observó que entre las cepas SASM existía una mayor heterogeneidad, es decir, aparecían más 

clones diferentes, mientras que entre las cepas SARM se observaba una menor diversidadya 

que sólo se encontraron dos clones. Estudios previos describen la diseminación de uno o dos 

clones de cepas SARM nosocomiales, de entre las 5 u 8 clones que pueden estar presentes en 

un hospital.  
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7.2 Anexo I y Artículo V. Selección de cepas S.aureus  y 

S.pneumoniae resistentes y mutagenicidad de las quinolonas. 

 

Para poder escoger cepas clínicas de  S. pneumoniae sensibles a quinolonas en primer 

lugar se procedió a caracterizar los mecanismos de resistencia a quinolonas en un grupo de 22 

aislamientos clínicos, para ello se determinó la presencia de mutaciones en los genes diana 

gyrA y gyrB que codifcan las subunidades A y B de la ADN girasa y los genes parC y parE 

que codifican las subunidades A y B de la topoisomerasa IV. Para determinar la implicación 

de bombas de expulsión en la adquisiciçón de resistencia se determino la CMI a 6 quinolonas: 

ciprofloxacin, levofloxacino, moxifloxacino, gemifloxacino, trovafloxacino y clinafloxacino, 

en presencia y ausencia de reserpina.  

 

Para el estudio de selección de cepas resistentes y mutagenicidad de las quinolonas se 

seleccionaron dos aislamientos clínicos de S. aureus (caracterizadas en el Artículo II) y 5 

aislamientos clínicos de S. pneumoniae caracterizadas en el Anexo I. 

 

El mecanismo de resistencia mejor estudiado en bacterias Gram-positivas son las 

sustituciones que se encuentran en la ADN-girasa y la topoisomerasa IV, también se conoce  

la importancia de las bombas de expulsión  en la adquisición de resistencia. Pero como las 

quinolonas seleccionan a las cepas resistentes  no está muy claro. Esta selección de cepas 

resistentes parece depender de la quinolona que se administre y de la densidad bacteriana en 

el lugar de la infección. 
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Existen antecedentes que describen el bajo nivel de selección de mutantes resistentes de 

S. pneumoniae por parte de dos quinolonas, levofloxacino y moxifloxacino (24,46,56). En 

otro estudio llevado a cabo por Nagai et al (165) se seleccionan mutantes resistentes de S. 

pneumoniae a ciprofloxacino en un número pequeño de pases (en presencia de antibiótico), 

mientras que para clinafloxacino y trovafloxacino requieren algunos pases más, y ambos 

antibióticos presentan el mismo comportamiento. 

 

Nuestro estudio muestra resultados muy similares, para poder seleccionar cepas 

resistentes a levofloxacino y moxifloxacino se requieren más subcultivos en presencia de 

antibiótico, que para seleccionar cepas resistentes a ciprofloxacino, gemifloxacino, 

trovafloxacino y clinafloxacino, ya sea para seleccionar cepas resistentes de S. aureus o S. 

pneumoniae.  

 

El análisis de las cepas resistentes de S. aureus para las diferentes quinolonas testadas 

presentaron al menos una mutación en el codón Ser80 del gen grlA. Presente en todas las 

cepas obtenidas. Todos los mutantes resistentes obtenidos para cada quinolona  presentan una 

CMI de  al menos 4 veces superior a la CMI que presenta la cepa “salvaje” al antibiótico de 

selección.  A excepción de 3 cepas que presentaban una CMI a ciprofloxacino de 32 o 64 

µg/ml, del resto de las cepas se pudo explicar su CMI por la presencia de una sola mutación. 

Para explicar la CMI tan elevada de estas tres cepas se secuenciaron los genes grlA y gyrA  y 

se observó que estas cepas presentaban una mutación en  el codón Glu88 del gengyrA que 

explicaba su CMI. Al determinar la CMI de los mutantes en presencia de reserpina solo se 

observó un mutante resistente seleccionado con trovafloxacino que presentaba un descenso en 

la CMI en todas las quinolonas  testadas. Estos resultados  están de  acuerdo con los obtenidos  
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por Boss et al (24), quienes cultivaron cepas de S. aureus en presencia de concentraciones 

subinhibitorias de quinolonas  y no encontraron ningún mutante resistente que presente un 

descenso en las CMIs de las quinolonas usadas en su estudio cuando ésta se determina en 

presencia de reserpina. 

 

En referencia al los S. pneumoniae las fluoroquinolonas usadas seleccionaron diferentes 

tipos de mutantes, que podemos agrupar en 4 genotipos distintos dependiendo de si el gen 

mutado ha sido gyrA o parC, ambos o ninguno.  

 

Los distintos genotipos obtenidos fueron los siguientes: 

1) Genotipo 4: Formado por 4 cepas, ninguna de ellas posee mutaciones  en los 

codones Ser81 del gen gyrA o Ser79 del gen parC. En cambio, la CMI que 

presentan es como mínimo 4 veces superior a la CMI inicial al antibiótico de 

selección, pero al deterimnar la CMI en presencia de reserpina, éstas  disminuyen 

hasta los mismo valores que la cepas “salvaje”, sugiriendo la implicación de un 

mecanismo de expulsión activa en la adquisición de resistencia. 

 

2) Genotipo 3: Formado por 5 cepas, que presentan una mutación en  el codón Ser79 

del gen parC y ninguna en el gen gyrA. Cuando se evalúa la CMI de estos 

mutantes en presencia de reserpina se observa un descenso en las CMI, aunque 

estas permanecen unas dos veces por encima de las que presentan las cepas 

clínicas. Estos resultados sugieren que en la obtención de mutantes participan a la 

vez ambos mecanismos de resistencia, mutaciones en los genes diana y 

sobreexpresión de bombas de expulsión. También sugieren que una mutación en 

esta posición sólo es capaz de elevar 2 veces la CMI de las cepas obtenidas. 
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3) Genotipo 2: Formado por 9 cepas. En estas cepas al contrario que el genotipo 3, 

presentan una mutación en el codon Ser81 del gen gyrA y ninguna en el gen parC. 

En este grupo también se observa el efecto de una sobreexpresión de bombas de 

expulsión. La diferencia es que Las CMIs en presencia de reserpina en este grupo 

se mantienen unas 8 veces superiores que las comparándolas con las obtenidas por 

las cepas clínicas. En este grupo nos volvemos a encontrar la acción concomitante 

de dos mecanismos de resistencia. Las altas CMI obtenidas en presencia de 

reserpina nos indica que una mutación en el codón Ser81 de GyrA permite a la 

bacteria alcanzar mayores niveles de resistencia que una mutación en la Ser79 de 

ParC. 

 

4) Genotipo 1: Representado por 12 cepas. Estas presentan mutaciones en ambos 

genes, y la gran diferencia es que la mayor de las cepas que se engloban en este 

grupo no presentan una reducción en la CMI cuando se determina en presencia de 

reserpina. 

 

Se observó que el gemifloxacino seleccionó más frecuentemente mutantes resistentes 

que presentaban una bomba de expulsión como mecanismo de resistencia, que el resto de 

quinolonas. Esta elevada frecuencia de selección de mutantes resistentes debido a bombas de 

expulsión activa ya se había descrito con anterioridad (24). 
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No todas las quinolonas se vieron afectadas del mismo modo por los sistemas de 

expulsión activa, clinafloxacino fue la quinolona que se vio más afectada por este tipo de 

mecanismo de resistencia, seguido de ciprofloxacino, gemifloxacino, levofloxacino, 

moxifloxacino y finalmente trovafloxacino. En cada uno de los diferentes genotipos se 

observan distintos perfiles de expulsión de antibióticos. Un perfil de expulsión se define como 

el conjunto de quinolonas en las que se ve afectada su CMI en presencia de reserpina (artículo 

V). El encontrar diferentes perfiles de expulsión hace pensar que probablemente mas de un 

sistema de expulsión está implicado en la adquisición de resistencia. De hecho se han descrito 

deferentes sistemas de expulsión en S. aureus  y   S. pneumoniae (28,123,126,242). Además 

cabe pensar que distintos sistemas de expulsión pueden tener distintas afinidades por las 

diferentes quinolonas y que la sobreexpresión concomitante de varios sistemas de expulsión 

activa puede dar lugar a diferentes perfiles de expulsión. 

 

Por otro lado, los estudios de mutagenicidad en Salmonella spp y E .coli indicaron que 

moxifloxacino y levofloxacino presentaban un menor poder mutagénico, en ambos ensayos. 

Estos resultados se correlacionan bien con la habilidad que presentan las quinolonas en 

seleccionar mutantes, siendo levofloxacino y moxifloxacino las quinolonas que tardan más en 

seleccionar mutantes resistentes. 

 

Una explicación para establecer que las diferentes quinolonas presentan diferentes 

grados de mutagenicidad, se pensó que podía residir en la acumulación intracelular de cada 

quinolona. Y aunque se observó que ciprofloxacino era la quinolona que más se acumulaba en 

el interior celular y podía ser la causa de su poder mutagénico, los resultados de las diferentes 

quinolonas  hizo  descartar  esta  hipótesis,   ya   que  se  encontró  otras  quinolonas  con  una  
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acumulación parecida, levofloxacino, moxifloxacino, clinafloxacino y trovafloxacino, pero en 

cambio algunas de ellas seleccionaban mutantes resistentes más rápidamente. 

 

En base a los resultados de este estudio, sugerimos que, al menos parcialmente el poder 

mutagénico de cada quinolona esta involucrado en la capacidad de seleccionar mutantes 

resistentes y que además este potencial depende también de cada cepa en particular. En los 

dos test de mutagenicidad, las quinolonas menos mutagénicas fueron levofloxacino y 

moxifloxacino y las más mutagénicas gemifloxacino, clinafloxacino y trovafloxacino. 

Mientras que el  ciprofloxacino fue distinto en los dos ensayos. Estos resultados concuerdan 

con otros encontrados en la literatura donde describen que un grupo C8-metoxil en las la 

molécula de quinolona reduce la selección de mutantes de Mycobacterium bovis (50). 
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7.3 Artículo VI. Mecanismo de resistencia a quinolonas en 
Corynebacterium spp. 

 

 El aislamiento de una corinebacteria, generalmente se atribuye a una contaminación de 

la muestra, aunque en los últimos años han empezado incrementar su importancia como 

patógenos (55,70). Estos patógenos emergentes  se han asociado a casos de pneumonias, 

endocardirtis, y osteomielitis vertebral en otras (44,55,58,133,237). El incremento en la 

frecuencia de aislamiento de estos nuevos patógenos hace necesario conocer cual es la 

sensibilidad de éstos a loa antimicrobianos de que disponemos actualmente. 

 

 Corynebacterium amycolatum y Corynebacterium striatum presentan perfiles de 

sensibilidad distintos. El primero presenta un patrón de multirresistencia, que generalmete 

incluye ampicilina, aminoglucósidos, ofloxacina y doxiciclina presentando solo sensibilidad 

frente a glicopéptidos (69,136), mientras que C. striatum solo presenta altos porcentajes de 

resistencia a clindamicina y ampicilina (69,136). 

 

 En referencia a las quinolonas, en la literatura sólo se encuentran algunas 

publicaciones evaluando la actividad de las mismas frente a corinebacterias. En ellas se 

describe que las nuevas quinolonas como el moxifloxacino son más activas que las más 

antiguas como el ciprofloxacino, el cual presenta elevados niveles de resistencia (65,151-

153,156,157,199,200).  Este es el primer trabajo que analiza los mecanismos de resistencia a 

quinolonas en cepas clínicas de C. amycolatum y  C. striatum. 
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Un dato importante a tener en cuenta en  este género, es que carecen de topoisomerasa 

IV. No es el único microorganismo que carece de esta topoisomerasa, ya se han descrito otros 

como Helicobacter pylori, Mycobaterium spp., o  Campylobacter spp. con esta misma 

característica (12,81,235). Debido a esto la adquisición de resistencia se basa en la 

adquisición de mutaciones por parte de la ADN girasa, y probablemente también a la acción 

de bombas de expulsión.  

 

 En Corynebacterium striatum encontramos distintas sustituciones  que afectan a las 

posiciones Ser87 y Glu91 de la subunidad A de la ADN-girasa. Dependiendo la mutación 

encontrada y cual es el codon afectado los niveles de resistencia varían, así si la mutación es 

localizada en el codon 87 y la mutación cambia la Ser por una Phe se incrementa 

moderadamente la CMI a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino, mientras que si 

encontramos una Val en esta posición se observa un dramático incremento en la resistencia en 

ciprofloxacino con CMI > 32 µg/ml mientras que para levofloxacino las CMI aumentan a 

8µg/ml, mientras que moxifloxacino mantiene una muy buena actividad con una CMI de 0.75 

µg/ml. Encontramos también cepas con mutaciones en ambos codones (Ser87 a Phe y Glu91 a 

Ala), en este caso las cepas muestran  unas CMI muy elevadas a ciprofloxacino y 

levofloxacino > 32µg/ml y las CMI a moxifloxacino se sitúa entrono a 8 µg/ml. Como se 

puede observar existe una relación entre las mutaciones y la CMI que presentan, además, 

podemos observar que la CMI que se presenta no depende sólo de que el codón esté alterado 

sino que, además, depende de cual es el nuevo aminoácido que encontramos. Este 

comportamiento de elevar la CMI en función del codon alterado también lo presentan otros 

microorganismo que no poseen topoisomerasa IV (12,135,200). 
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Por el contrario, C. amycolatum presenta un comportamiento algo diferente Una sola 

mutación en el codon Ser87 (de Ser a Arg) es capaz de generar altos niveles de resistencia con 

unas CMI de >32 µg/ml a ciprofloxacino, 8 µg/ml a levofloxacino y 2 µg/ml a moxifloxacino. 

Entre las cepas clínicas de C. amycolatum se encontraron mutaciones en otras posiciones 

inusuales en otros microorganismos. Se encontró una mutación en la posición 89 que 

cambiaba una Ile por una Val, concomitantemente con descrita anteriormente, lo que hacía 

incrementar levemente las CMI de levofloxacino y moxifloxacino. Otra de las mutaciones 

presentes fue en el codón del aminoácido aminoácido 88 cambiando una Ala por una Pro (una 

mutación muy inusual en cepas clínicas en otros organismos), esta mutación también se 

presentaba como una segunda mutación junto con la descrita en el codón 87. En este caso 

todas las quinolonas presentaron una CMI > 32µg/ml. Se sabe que las Pro tienen un 

comportamiento conformacional muy distinto al resto de los aminoácidos (34), tiene 

tendencia a romper las conformaciones proteicas en α-hélice, y si tenemos en cuenta este 

efecto en el motivo de union entre la quinolona y la ADN-girasa, el cual se encuentra en 

forma de α-hélice este aminoácido impediría la unión entre la molécula de quinolona y la 

ADN girasa (160). 

 

Para comprobar si la mutación en el codon 88 ocurría  de forma natural, se obtuvieron 

mutantes in vitro de  C. amycolatum en dos pasos. En el primero, cultivando una cepa 

sensible a una concentración de 1µg/ml de ciprofloxacino, se obtuvo un mutante con la 

mutación en la Ser87, el cual mostraba la misma CMI que la cepa clínica que poseía esta 

mutación. En un segundo paso, cultivando la cepa mutante obtenida anteriormente en 32 

µg/ml se obtuvieron 3 mutantes. En  dos de  ellos apareció la Pro  en posición 88,  y en uno de  
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ellos se obtuvo una nueva mutación en la posición 91 cambiando el Glu “salvaje” por una 

Tyr, en los tres casos las CMI a las tres quinolonas fue >32 µg/ml.  

 

Ninguna de las cepas clínicas analizadas presentó una mutación en el codón Glu91 del 

gen gyrA. 

Una de las explicaciones para el rápido incremento de aislamientos resistentes a 

quinolonas puede encontrarse en el incremento en la prescripción de quinolonas en España y 

como hemos observado en el Artículo V, a la habilidad por parte de las quinolonas de 

seleccionar mutantes resistentes. Otro de los motivos por los cuales puede deberse este 

incremento de cepas resistentes se encuentra en su hábitat natural. Las corinebacterias son 

parte de la flora normal de la piel. En diversos estudios, se ha demostrado que las quinolonas 

se pueden eliminar a través del sudor, y al estar en contacto las quinolonas con las bacterias, 

otra vez debido a la habilidad de seleccionar mutantes resistentes por parte de este grupo de 

antimicrobianos, aparecen cepas resistentes (94,99,100). 

 

Un problema que presentan C. amycolatum y C. striatum es su identificación en el 

laboratorio. El sistema de identificación que se usa el Servicio de Microbiología del Hospital 

Clínic de Barcelona, basado en pruebas bioquímicas, API CORYNE (Biomerieux, Marcy-

l’Etoil, France) no discrimina entre estas dos especies, por lo que es necesario efectuar otras 

pruebas para llegar a diferenciarlos: 1) la morfologia de la colonia y 2) hidrólisis de la 

Tirosina. En este estudio se propone el uso de una técnica  de PCR y RFLP (análisi del 

polimorfismo de fragmentos de restricción) para diferenciar estas dos especies. Esta técnica se 

basa en que la secuencia de gyrA de las dos especies bacterianas no es homologa al 100%, su 

homología es  del  80,7% y  esto  genera  un  patrón  distinto  de  bandas  cuando el fragmento  
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amplificado es digerido con el enzima de reestricción  NcoI y permite identificar estas dos 

especies. Se trata de una técnica molecular que puede sustituir a las pruebas  complementarios 

que se necesitan para una buena identificación de estas especies. Este tipo de técnicas 

moleculares utilizando el gen que codifica para el ARN  ribosomal  16S, se encuentra descrita 

para diferenciar especies de Acinetobacter baumannii (246) e identificar especies del género 

Corynebacterium(247).   
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8  CONCLUSIONES 
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1. La diana principal de las quinolonas en bacterias Gram-positivas es la topoisomerasa 

IV a diferencia de lo que ocurre en bacterias Gram-negativas. Aunque depende de 

cada quinolona en particular 

2.  Los sistemas de expulsión activa, inhibibles por reserpina, tienen una alta prevalencia 

como mecanismo de resistencia en S.aureus y S. pneumoniae. 

3. El primer paso para adquirir resistencia en S.aureus y S. pneumoniae puede ser 

indistintamente una mutación en los genes diana o una sobreexpresión de  una bomba 

de expulsión. 

4. Las quinolonas más hidrofóbicas no son buenos sustratos para los sistemas de 

expulsión activa inhibibles por reserpina. 

5. La determinación de la CMI a ciprofloxacino, en presencia de reserpina en 

aislamientos clínicos de  S. aureus, podría utilizarse como marcador de la presencia de 

mutaciones. 

6.  El esparfloxacino, a diferencia de la mayoría de las quinolonas, posee mayor afinidad 

por la ADN girasa que por la topoisomerasa IV en S.aureus. No viéndose alterada la 

CMI de este antimicrobiano en presencia de mutaciones en el gen grlA. 
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7. Debe existir un mecanismo que genera bajos niveles de resistencia a esparfloxacino en 

S.aureus distinto a las mutaciones en las proteínas diana y a las bombas de expulsión 

inhibibles por reserpina. 

8. Existen dos secuencias codificantes para NorA en S.aureus, con distintas afinidades 

para las quinolonas. Siendo la secuencia descrita por Yoshida et al la más prevalente. 

9. No se han encontrado mutaciones en la zona codificante del gen norA, que pudieran 

explicar el aumento de resistencia debido a esta bomba de expulsión. 

10. Levofloxacino y moxifloxacino son las dos quinolonas que tardan más en seleccionar 

mutantes resistentes en S.aureus y S. pneumoniae. Esta capacidad se relaciona con los 

radicales de la molécula en posición  C8. 

11. La selección de mutantes resistentes en S. pneumoniae genera diversos genotipos, 

dependiendo de  cual ha sido la diana alterada. Si se ha alterado GyrA o ParC, ambas o 

ninguna. 

12. En cada uno de los de los genotipos obtenidos en los mutantes in vitro de                    

S. pneumoniae  se observan distintos perfiles de expulsión. Esto implicaria la 

participación de más de un sistema de expulsión activa, inhibible por reserpina, en la 

adquisición de resistencia. 

 



CONCLUSIONES                                                                                               Josep M. Sierra 

 132

13.  La mayor acumulación de ciprofloxacino en el interior celular podría explicar en 

parte, que éste seleccione más rápidamente mutantes resistentes, pero otras quinolonas 

presentan una acumulación similar y presentan diferencia en la selección de mutantes. 

Por lo que la capacidad mutagénica de las quinolonas debe estar relacionada, al menos 

en parte, con la capacidad de seleccionar mutantes resistentes.  

14. El incremento de las CMI a ciprofloxacino, levofloxacino y moxifloxacino está 

relacionado con las mutaciones observadas en la RDRQ de C. striatum  y                   

C. amycolatum.  

15. Corynebacterium spp carece de topoisomeras IV, igual que otros microorganismos 

como son  Mycobacterium spp, Campylobacter spp, o Helicobacter pylori. Por lo que 

mutaciones en el gen gyrA, que codifica la subunidad A de la ADN-girasa, son 

suficientes para generar resistencia. 

16. Una mutación en RDRQ del gen gyrA de C. amycolatum es capaz de generar altos 

niveles de resistencia, mientras que C. striatum necesita dos mutaciones para alcanzar 

los mismos niveles. 

17. En C. amycolatum encontramos una mutación inusual, que afecta al codon 88 de 

GyrA. Esta mutación, probablemente, cambia la conformación de la proteína 

impidiendo la interacción entre la quinolona y la ADN-girasa. 

18. La técnica de PCR-RFLP con NcoI puede ser útil para distinguir entre C. striatum y C. 

amycolatum.  
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