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I. RESUMEN 

Las quinolonas son una familia de antibióticos sintéticos utilizados principalmente en el 

tratamiento de infecciones causadas por enterobacterias. Su mecanismo de acción consiste 

en la inhibición de las topoisomerasas tipo IIA: la DNA girasa y la topoisomerasa IV. No 

obstante, ciprofloxacina, la quinolona de mayor prescripción en el mundo, también presenta 

actividad contra Pseudomonas aeruginosa. El uso y abuso de las quinolonas ha contribuido 

a la selección de bacterias resistentes a su acción y actualmente, los sistemas de resistencia a 

estos antibióticos se encuentran ampliamente distribuidos y se pueden dividir en dos grupos: 

I) Sistemas codificados por genes cromosómicos: Incluyen las mutaciones en los genes que 

codifican a las proteínas blanco de las quinolonas y los sistemas de expulsión; y II) Sistemas 

codificados por genes presentes en plásmidos: Comprenden a las proteínas Qnr, los sistemas 

de expulsión QepA y OqxAB, y la enzima aminoglucósido acetiltransferasa modificada 

(AAC(6´)-Ib-cr). 

Recientemente, nuestro grupo de trabajo identificó que el plásmido pUM505 de P. 

aeruginosa contiene el orf131 que codifica una proteína de 65 aminoácidos. Esta proteína 

presenta un 18% de identidad y 26% de similitud con la aminoglucósido fosfotransferasa IIb 

(APH-IIb) de P. aeruginosa M18. El orf131 al ser transferido a Escherichia coli confirió 

resistencia a ciprofloxacina. Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo consistió en 

caracterizar el mecanismo mediante el cual la proteína codificada por el orf131 confiere 

resistencia a ciprofloxacina, además de analizar su distribución en aislamientos de origen 

clínico. 

El orf131, renombrado como crpP (Proteína de resistencia a ciprofloxacina codificada en un 

plásmido) se clonó en el vector pTrcHISC y se transfirió a la cepa E. coli BL21 con el 



 

II 
 

objetivo de realizar la sobreexpresión del gen y purificar la proteína CrpP. La proteína 

purificada se empleó para realizar ensayos de actividad enzimática mediante la reacción 

acoplada PK-LDH y se determinó que CrpP presenta actividad dependiente de ATP. Para 

confirmar el tipo de modificación que sufre ciprofloxacina se empleó HPLC-MS y se 

determinó que la molécula se fosforila en el grupo hidroxilo de la posición tres. 

Con el objetivo de determinar la distribución de crpP en aislados de origen clínico, se 

analizaron 77 aislados y 68 cepas transconjugantes colectadas de hospitales de México desde 

1988 hasta 2012. El gen crpP fue identificado en cuatro (5.19%) de los aislados y en cinco 

(7.35%) de las transconjugantes. Se encontró que los genes identificados codifican probables 

proteínas de tamaños similares a CrpP (63-70 aa) y una identidad entre 10.1-43.7%. Se 

transfirieron los genes homólogos a E. coli y se determinó que confieren resistencia a 

ciprofloxacina por lo que se concluye que el determinante se encuentra distribuido y que 

confiere resistencia mediante la probable modificación del antibiótico. 

Con el objetivo de identificar los residuos de la proteína CrpP asociados con la resistencia a 

ciprofloxacina se generaron mutaciones independientes en los codones que codifican para 

los residuos conservados de las posiciones G7, D9, I26, K33 y C40 para sustituirlos por 

alanina. Se encontró que la modificación del residuo C40 abate la actividad completamente; 

mutaciones en los residuos G7, D9 y K33 disminuyen la actividad casi diez veces con 

respecto del control y la mutación en el residuo I26 disminuye la actividad 1.8 veces. 

Finalmente, las pruebas de susceptibilidad correlacionan con los resultados enzimáticos, ya 

que la susceptibilidad disminuye en cada una de las mutantes, por lo que los residuos 

modificados están relacionados con la actividad enzimática de CrpP. 

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, ciprofloxacina, enzima, fosforilación y 

proteínas homólogas. 
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II. ABSTRACT 

Quinolones are a family of synthetic antibiotics used primarily in the treatment of infections 

caused by enterobacteria. Its mechanism of action consists in the inhibition of topoisomerase 

type IIA: DNA gyrase and topoisomerase IV. However, ciprofloxacin, the most prescribed 

quinolone in the world, also has activity against Pseudomonas aeruginosa. The use and abuse 

of quinolones has contributed to the selections of bacteria resistant to its action. Currently, 

resistance systems to these antibiotics are widely distributed and can be divided into two 

groups: I) Systems encoded by chromosomal genes: They include mutations in the genes 

encoding the quinolone target proteins and, efflux systems; and II) Systems encoded by genes 

present in plasmids: They comprise the Qnr proteins, the QepA and OqxAB efflux systems, 

and the modified aminoglycoside acetyltransferase enzyme (AAC (6´)-Ib-cr). 

Recently, our work group identified that plasmid pUM505 from P. aeruginosa contains the 

orf131 that encodes a 65 amino acid protein. This protein has identity of 18% and 26% of 

similarity to the aminoglycoside phosphotransferase IIb (APH-IIb) of Pseudomonas 

aeruginosa M18. When we transferred orf131 to an Escherichia coli strain it conferred 

resistant to ciprofloxacin. Therefore, the objective of this work was to characterizes the 

mechanism by which the protein encoded by orf131 confers resistance to ciprofloxacin, in 

addition to analyze its distribution into clinical origin isolates. 

The orf131, were renamed as crpP (ciprofloxacin resistance protein plasmid encoded) was 

cloned into the pTrcHISC vector and transferred to E. coli strain BL21 in order to 

overexpressed the gene and purify the CrpP protein. The purified protein was used to perform 

enzymatic activity assays by the PK-LDH coupled reaction and it was determined that CrpP 

exhibits ATP-dependent activity. To confirm the type of modifications that ciprofloxacin 
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undergoes, HPLC-MS was used and int was determined that the molecule is phosphorylated 

in the hydroxyl group at position three. 

In order to determine the distribution of crpP in isolates of clinical origin, 77 isolates and 68 

transconjugants strains isolated from hospitals in Mexico collected from 1988 to 2012, were 

analyzed. The crpP genes was identified in four (5.19%) of the isolates and in five (7.35%) 

of the transconjugants. The identified genes were found to encoded probable CrpP-like 

proteins (63-70 aa) and an identity between 10.1-43.7 %. Homologous genes were transferred 

to E. coli and it was determined that they confer resistance to ciprofloxacin so it is concluded 

that the determinant is distributed and that confers resistance through the probable 

modification of the antibiotic. 

In order to identify the CrpP protein residues associated with ciprofloxacin resistance, 

independent mutations were generated in the codons for the conserved residues of position 

G7, D9, I26, K33 and C40 to exchange them for alanine. It was found that the modification 

of residue C40 completely depletes enzymatic activity. Mutation in residues G7, D9 and K33 

decrease activity almost tenfold with respect to the control and mutation in residue I26 

decreases activity 1.8 times, Finally, susceptibility test correlate with enzymatic results, since 

susceptibility decreases in each of the mutants, so the modified residues are related to the 

enzymatic activity of CrpP. 

Key words: Pseudomonas aeruginosa, ciprofloxacin, enzyme, phosphorylation, homologue 

proteins. 
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I. INTRODUCCIÓN 

Las quinolonas son un grupo de antimicrobianos sintéticos con gran relevancia clínica, siendo 

uno de los agentes más prescritos en el mundo. Inicialmente, las quinolonas se empleaban 

para el tratamiento de infecciones de vías urinarias causadas por bacterias Gram (-), sin 

embargo, han sido modificadas para mejorar sus propiedades farmacocinéticas y extender su 

espectro antibacteriano y hoy en días las quinolonas son efectivas contra una gran variedad 

de bacterias patógenas tanto Gram (-) como Gram (+) (Redgrave y col., 2014). 

La historia de las quinolonas inició cuando Lesher y colaboradores descubrieron de forma 

accidental el ácido nalidíxico (1,8-naftiridina) como un subproducto de la síntesis de la 

cloroquina, compuesto utilizado en el tratamiento de la malaria (Lesher y col., 1962). 

Posteriormente, en 1967 la introducción del ácido nalidíxico para uso clínico en el 

tratamiento de infecciones urinarias causadas por bacterias Gram (-) marcó el inicio de más 

de cinco décadas de desarrollo y uso de las quinolonas (Bisacchi y Mancherter. 2015). No 

obstante, las quinolonas permanecieron como un grupo de antibióticos de poca relevancia 

clínica hasta la aparición de las fluoroquinolonas en los 70´s, las cuales surgieron al añadir 

un flúor a la posición 6 de la molécula base (Figura 1) (Ezelarab y col., 2018). La 

modificación mejoró su efectividad frente a bacterias Gram (-) y enterobacterias resistentes 

al ácido nalidíxico, además de proveer actividad frente a bacterias Gram (+) (Bisacchi y 

Mancherter. 2015). Hoy en día, ciprofloxacina, patentada en 1981, es la fluoroquinolona más 

empleada en el tratamiento contra bacterias Gram (-); es activa contra Pseudomonas 

aeruginosa y Acinetobacter spp, sin embargo, a pesar de los excelentes resultados en muchas 

infecciones respiratorias, se reportó el fallo en el tratamiento de infecciones neumocócicas, 

limitando su uso en esta área (Redgrave y col., 2014). 
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Figura 1. Estructura base de las quinolonas y funciones de cada sustituyente. Se marcan 

con grupos R las posiciones más comúnmente sustituidas. X puede ser un átomo de carbono 

en el caso de quinolonas o un átomo de nitrógeno en el caso de naftiridinas. Se indican los 

principales procesos en los que participan las modificaciones en cada posición (Modificado 

de Ezelarab y col., 2018). 
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Al introducir distintas modificaciones, se ha logrado obtener una serie de nuevas quinolonas, 

sin embargo, ante la aparición de severos efectos adversos, algunas de ellas han sido retiradas 

inmediatamente del mercado, como la temofloxacina por su toxicidad renal y hematológica, 

la trovafloxacina, que presenta hepatotoxicidad y la grepafloxacina que genera toxicidad 

cardiaca (Zhang y col., 2018). La actividad contra Streptococcus pneumoniae ha sido un gran 

logro en el grupo de nuevas quinolonas, reemplazando la escasa o moderada actividad contra 

dicho patógeno de sus predecesores. Además, muestran buena actividad in vitro sobre 

patógenos respiratorios como: Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Legionella 

pneumophila y Mycoplasma pneumoniae (Zhang y col., 2018). 

1. Clasificación de las quinolonas 

Las quinolonas se pueden clasificar con base en su actividad antimicrobiana y en sus 

parámetros farmacocinéticos en cuatro generaciones: 

1.1 Primera generación  

Las quinolonas de la primera generación presentan actividad contra bacterias aerobias y 

Gram (-). En esta generación se encuentran el ácido nalidíxico y el ácido oxolínico (Figura 

2A), ambas son utilizadas en el tratamiento de infecciones de vías urinarias producidas por 

microorganismos Gram (-), incluyendo especies de Proteus, Klebsiella, Enterobacter y 

Escherichia coli (Brighty y Gootz, 2000). 

1.2 Segunda generación 

La segunda generación de quinolonas fue introducida en la década de los 80´s. Las 

principales características de esta generación fue la actividad contra bacterias aerobias Gram 

(+) y el incremento en la actividad contra las Gram (-), generando un enorme avance en el 
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Figura 2. Primera y segunda generación de quinolonas. (A) Se muestran moléculas de la 

primera generación: (1) ácido nalidíxico y (2) ácido oxolínico; y (B) de la segunda 

generación: (3) norfloxacina y (4) ciprofloxacina. 
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tratamiento de importantes infecciones clínicas, como pielonefritis, prostatitis y osteomielitis 

(Ball y col., 1998). Entre ellas se encuentran norfloxacina y ciprofloxacina (Figura 2B); la 

primera es utilizada principalmente en el tratamiento de infecciones urinarias y la segunda se 

emplea en el tratamiento de infecciones del tracto urinario, osteomielitis causada por 

enterobacterias, infecciones de oído, infecciones gonocócicas y prostatitis crónica bacteriana, 

siendo así una de las quinolonas más utilizadas (Redgrave y col., 2014). 

1.3 Tercera generación 

Las quinolonas pertenecientes a la tercera generación incluyen a gatifloxacina (Figura 3A), 

utilizada en el tratamiento de gonorrea, infecciones pulmonares, infecciones de piel y del 

tracto urinario, y levofloxacina (Figura 3A), la cual se indica para el tratamiento de 

neumonía, bronquitis crónica, infecciones urinarias, infecciones renales y de la próstata. Las 

moléculas de esta generación presentan una mayor actividad contra bacterias Gram (+), 

particularmente contra neumococos; además, son capaces de actuar contra bacterias 

anaerobias (Ezelarab y col., 2018). 

1.4 Cuarta generación 

Las quinolonas de cuarta generación presentan actividad contra bacterias anaerobias y un 

incremento de actividad contra neumococos, entre ellas se encuentran moxifloxacina y 

gemifloxacina (Figura 3B), que son utilizadas en el tratamiento de neumonía, bronquitis e 

infecciones de los senos paranasales (Brighty y Gootz, 2000). 

Actualmente, la demanda por quinolonas con mayor actividad y menor resistencia 

microbiana ha impulsado el desarrollo de nuevos compuestos, como en el caso de los híbridos 

1,2,3-triazol (Figura 4) que han demostrado mayor actividad contra bacterias Gram (+) (S.  
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Figura 3. Tercera y cuarta generación de quinolonas. (A) Se muestran moléculas de la 

tercera generación: (1) gatifloxacina y (2) levofloxacina; y (B) de la cuarta generación: (3) 

gemifloxacina y (4) moxifloxacina. 
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Figura 4. Nuevas moléculas derivadas de quinolonas. Hibridos de triazol con actividad 

prometedora contra bacterias Gram (+) y Gram (-). (Tomado de Ezelarab y col., 2018). 
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aureus y Streptococcus pyogenes) que las quinolonas que se encuentran actualmente en el 

mercado. 

2. Relación entre la estructura y el espectro de acción de las quinolonas 

La clave en la evolución de las quinolonas fue la modificación de su estructura base (Figura 

1) a través de la adición de diferentes sustituyentes en las posiciones 1, 6 y 7 (Zhang y col., 

2018) Dichas modificaciones afectan la actividad antibacteriana y las propiedades 

farmacocinéticas de las quinolonas. Algunas de las sustituciones clave son: 

➢ La adición de un grupo ciclopropil en la posición 1 (Figura 1), incrementa la  

actividad antibacteriana (Zhang y col., 2018). 

➢ La adición de un átomo de flúor en la posición 6 (Figura 1) incrementó más de 10 

veces su potencia y se cree que estabiliza la unión con su sitio blanco al influir en la 

distribución de cargas de la molécula (Laponogov y col., 2009). 

➢ La adición de un grupo de piperazina en la posición 7 (Figura 1) provee una mayor 

actividad frente a bacterias Gram (-) aerobias y aumenta la actividad frente a 

Staphylococcus y Pseudomonas; además se sugiriere que juega un papel importante 

en la inhibición de los sistemas de expulsión, mejorando así la potencia del antibiótico 

(Zhang y col., 2018). 

➢ La alquilación de la posición 7 (Figura 1) incrementa la actividad frente a bacterias 

Gram (+) aerobias y aumenta la vida media (Zhang y col., 2018). 

➢ La adición de un grupo metilo al nitrógeno del anillo de piperazina en la posición 7 

(Figura 1) incrementa la vida media y la biodisponibilidad (Zhang y col., 2018). 
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A pesar de que ciertos sustituyentes, como los mencionados anteriormente, pueden producir 

importantes cambios en la actividad biológica de las quinolonas, las características finales de 

la molécula derivan de la interacción entre cada uno de los radicales (Zhang y col., 2018). 

3. Mecanismo de acción de las quinolonas 

Las quinolonas son antibióticos con una gran capacidad para eliminar diversos tipos de 

bacterias de forma rápida (Redgrave y col., 2014), por lo cual era importante determinar su 

mecanismo de acción. Fue en 1976 cuando se observó que el ácido nalidíxico causaba una 

acumulación anormal de precursores de DNA monocatenario cuando los dominios 

cromosómicos se presentaban superenrollados; además, la concentración de DNA 

monocatenario disminuía por la acción de una enzima que era específicamente inhibida por 

la quinolona (Crumplin y Smith, 1976). Estas primeras observaciones ayudaron a explicar el 

mecanismo de acción de las quinolonas que se describirá a continuación. 

Los blancos de las quinolonas son dos enzimas esenciales en los procesos celulares de 

replicación, transcripción y reparación del DNA; la DNA girasa y la topoisomerasa IV 

(Figura 5). Dichas enzimas están encargadas del superenrollamiento del DNA que le permite 

mantenerse de forma compacta dentro de la célula (Forterre y col., 2007). Ambas enzimas 

pertenecen a la familia de las topoisomerasas tipo IIA y están compuestas de dos 

subunidades; GyrA de 97 kilodaltones (kDa) y GyrB de 90 kDa correspondientes a la DNA 

girasa y ParC de 75 kDa y ParE de 70 kDa correspondientes a la topoisomerasa IV 

(Champoux, 2001). 

Las topoisomerasas presentan una acción homóloga con pequeñas diferencias; ambas 

enzimas actúan reduciendo la tensión molecular causada por el superenrollamiento 
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Figura 5. Acción de las topoisomerasas tipo IIA en el DNA. Se muestra de manera 

esquemática la acción de las topoisomerasas tipo IIA en el superenrollamiento del DNA en 

las bacterias (Modificado de Redgrave y col., 2014).  
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realizando cortes a la doble cadena de DNA. La DNA girasa remueve superenrollamientos 

positivos y avanza delante de la horquilla de replicación, mientras que la topoisomerasa IV 

introduce superenrrollamientos positivos avanzando detrás de la horquilla de replicación, 

además de ser responsable de la segregación de los cromosomas al final de la replicación 

(Drlica y col., 2009) (Figura 5). 

Durante su mecanismo de acción, las topoisomerasas tipo IIA introducen un par de cortes en 

la cadena sencilla de DNA y se unen de forma covalente al extremo 5´ formando un complejo 

DNA-topoisomerasa, relajando el superenrollamiento del DNA (Mizuuchi y col., 1980). Las 

quinolonas se unen rápidamente al complejo, probablemente antes de que la ruptura del DNA 

ocurra, mediante la región GyrA de la DNA girasa y la región ParC de la topoisomerasa IV, 

generando el complejo terciario DNA-Topoisomerasa-Quinolona que bloquea el movimiento 

de la horquilla de replicación y de los complejos transcripcionales, inhibiendo así el 

crecimiento bacteriano (Figura 6). Sin embargo, se ha observado que los efectos son 

reversibles si se remueve la quinolona, ya sea por la adición del agente quelante EDTA o por 

un tratamiento térmico (Leo y col., 2005). En los sistemas in vitro, cuando la DNA girasa es 

el blanco, la inhibición ocurre en minutos mientras que si el blanco es la topoisomerasa IV 

la inhibición ocurre más lentamente (Khodursky y col., 1995). Al ser la formación del 

complejo terciario un proceso reversible es el punto crucial en el mecanismo de acción de las 

quinolonas. Puede tomar dos cursos irreversibles que concluyen en la muerte celular; la ruta 

dependiente de la síntesis de proteínas en condiciones aeróbicas y la ruta independiente de la 

síntesis de proteína, la cual se lleva a cabo en condiciones de anaerobiosis, característica de 

la primera generación de quinolonas; sin embargo, ambas rutas tienen como objetivo la 

fragmentación cromosómica y finalmente la muerte celular (Figura 6). Adicional a estas  
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Figura 6. Representación esquemática de la acción de las quinolonas. (a) Unión de la 

topoisomerasa con el DNA y formación del complejo DNA-Topoisomerasa; (b) unión de la 

quinolona y formación del complejo DNA-Topoisomerasa-Quinolona; (c) inhibición de la 

replicación que conduce a la inducción del sistema SOS y a la filamentación celular; (d); 

fragmentación letal del cromosoma que requiere síntesis de proteínas, que puede inhibirse 

con cloranfenicol (Cm) y condiciones aeróbicas; (e) fragmentación letal del cromosoma que 

requiere síntesis de proteínas pero no condiciones aeróbicas; (f) fragmentación letal del 

cromosoma que no requiere síntesis de proteínas o condiciones aeróbicas (modificado de 

Drlica y col., 2009). 
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rutas, la reversibilidad del bloqueo de la replicación del DNA activa la respuesta del sistema 

SOS, que inhibe la división celular y propicia la formación de estructuras celulares 

filamentosas contribuyendo a una muerte celular lenta que no ha sido estudiada a profundidad 

(Piddock y col., 1990). 

4. Sistemas de resistencia a quinolonas 

En pocas décadas las quinolonas pasaron de ser un grupo pequeño de antibióticos utilizados 

para el tratamiento de infecciones urinarias a formar parte del grupo de antibióticos más 

prescritos para el tratamiento de una gran variedad de infecciones; desafortunadamente su 

uso excesivo ha provocado la selección de bacterias resistentes (Aldred y col., 2014). La 

resistencia bacteriana es hoy en día uno de los principales problemas clínicos al limitar la 

capacidad de tratamiento de un gran número de infecciones bacterianas (Aldred y col., 2014). 

Debido a que las quinolonas son antibióticos completamente sintéticos, se propuso que los 

únicos sistemas de resistencia que las bacterias podían adquirir de manera inmediata serían 

las mutaciones en los genes que codifican las proteínas blanco, las topoisomerasas tipo IIA, 

y la expulsión de quinolonas mediada por los transportadores de membrana (Martínez. 2009). 

En cuanto a la adquisición de resistencia mediante la transferencia horizontal de genes, 

aquella que ocurre cuando una bacteria que ya posee los genes de resistencia los transfiere a 

otra que no es su descendiente, para el caso de las quinolonas se pensó que esto no sería 

posible, ya que el origen de los genes de resistencia a antibiótico de origen biológico son los 

propios organismos productores (Hernández y col., 2011). Actualmente, podemos clasificar 

los sistemas de resistencia en dos grupos (Figura 7): A) Sistemas codificados por genes 

cromosómicos, como lo son las modificaciones de los sitios blanco y los sistemas de 

expulsión, y B) Sistemas codificados por genes plasmídicos, tales como proteínas Qnr,  
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Figura 7. Mecanismos de resistencia a quinolonas. (a) mutaciones de los genes que 

codifican a los blancos de las quinolonas. (b) reducción de la permeabilidad mediante (b1) 

modificaciones en la expresión de porinas o (b2) la alteración de la organización de la 

membrana. (c) incrementar la expulsión de quinolonas mediante la sobreexpresión de los 

sistemas de expulsión. (d) los plásmidos que confieren resistencia a quinolonas contienen 

determinantes que pueden (d1) proteger al sitio blanco como las proteínas qnr, (d2) modificar 

quinolonas como la aac (6’)-Ib-cr y (d3) disminuir la concentración intracelular de las 

quinolonas como los sistemas de expulsión QepA y OqxAB (Modificado de Correia y col., 

2017). 
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sistemas de expulsión y la enzima aminoglucósido acetil transferasa modificada (aac(6´)-lb-

cr) (Aldred y col., 2014). 

4.1. Sistemas de resistencia codificados por genes cromosómicos 

4.1.1. Modificaciones de los sitios blanco 

El mecanismo de resistencia más común esta dado por la mutación en los genes que codifican 

a las topoisomerasas IIA (gyrA y gyrB de la DNA girasa y, parC y parE de la topoisomerasa 

IV), sitios blanco de las quinolonas (Figura 7). Las regiones donde se presentan dichas 

mutaciones son pequeñas secuencias de DNA denominadas “regiones determinantes de 

resistencia a quinolonas”, mejor conocidas como QRDR, por sus siglas en inglés (Yoshida y 

col., 1990). 

Las mutaciones dan como resultado la sustitución de aminoácidos, las cuales generan 

alteraciones en la estructura de la enzima, principalmente la región de unión con la molécula 

de DNA, afectando la formación del complejo DNA-topoisomerasa y como consecuencia su 

unión a la quinolona, favoreciendo así la resistencia al antibiótico (Friedman y col., 2001). 

La mutación más frecuente es la sustitución de la serina 83 por un triptófano (Redgrave y 

col., 2014), región cercana al sitio activo, además de estar cerca de la tirosina 122, residuo 

donde se forma el enlace de fosfotirosina entre la enzima y el DNA (Shen y Pernet. 1985). 

Aislados clínicos de cepas resistentes a quinolonas han mostrado mutaciones en la región C-

terminal de la subunidad GyrB, sustituciones del ácido aspártico 426 por asparagina, generan 

resistencia a quinolonas acidas y anfóteras y la sustitución de lisina 442 por acido glutámico, 

ha mostrado conferir resistencia a drogas ácidas (Yamagishi y col., 1986). 

4.1.2. Sistemas de expulsión 



 

16 
 

La inespecificidad de los sistemas de expulsión los hace capaces de eliminar activamente 

diversos tipos de compuestos, como lo son antibióticos, antisépticos, detergentes e incluso 

salicilatos de sodio siendo estas sales de gran tamaño (Alekshun y Levy. 1999). Por lo tanto, 

al ser capaces de reducir la concentración intracelular de las quinolonas confieren resistencia 

(Figura 7) (Redgrave y col., 2014). 

Los sistemas de transporte se agrupan en superfamilias que incluyen facilitadores mayores 

(MFS), sistemas que unen ATP (ABC), sistemas de resistencia, división celular y nodulación 

(RND), proteínas pequeñas de resistencia a multidrogas (SMR) y sistemas de expulsión de 

multidrogas y compuestos tóxicos (MATE) (Martínez y col., 2009). Estos sistemas son los 

responsables de la resistencia intrínseca de algunas bacterias como P. aeruginosa a las 

fluoroquinolonas y a otros tipos de drogas (Piddock. 2006). 

En otras bacterias como S. aureus, la resistencia a quinolonas está asociada con el gen norA, 

que codifica un transportador de amplio espectro. Además, en E. coli la bomba de expulsión 

AcrAB-TolC tiene el papel principal en la resistencia a quinolonas (Wang y col., 2001). 

4.2. Sistemas de resistencia codificados por genes plasmídicos 

4.2.1. Proteínas Qnr 

Las proteínas Qnr se identificaron por primera vez en 1998 en el plásmido multirresistente 

pMG252, aislado de una cepa de Klebsiella pneumoniae resistente a ciprofloxacina (Martínez 

y col., 1998). 

Las proteínas Qnr pertenecen a la familia de pentapéptidos repetidos (PRP, por sus siglas en 

inglés), llamadas así porque sus miembros contienen un motivo recurrente de cinco 

aminoácidos en tándem [Ser, Thr, Ala o Val] [Asp o Asn] [Leu o Phe] [Ser, Thr o Arg] [Gly]; 
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hasta la fecha se han descrito cinco familias de proteínas Qnr; QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y 

QnrD (Vetting y col., 2006). Estas proteínas han mostrado tener participación en la 

resistencia a ciprofloxacina al unirse al complejo DNA-Topoisomerasa, impidiendo la unión 

de las quinolonas, aunque no se conoce con detalle su mecanismo de acción (Figura 7) (Tran 

y col., 2005). Por sí mismas dichas proteínas proveen una baja resistencia a ciprofloxacina 

en cepas de E. coli, sin embargo, adquieren importancia clínica cuando se asocian con otros 

mecanismos de resistencia al antibiótico (Tran y Jacoby, 2002). 

4.2.2. Modificación enzimática 

Debido al origen sintético de las quinolonas no se esperaba que, de una forma tan rápida, las 

bacterias desarrollaran la capacidad de modificar el fármaco; la degradación de quinolonas 

se había descrito únicamente en hongos (Wetztein y col., 1997). Sin embargo, en 2006 se 

identificó en cepas de E. coli resistentes a ciprofloxacina el plásmido pHSH10-2, que posee 

el gen qnrA, el cual al ser transferido a la cepa Rec- E. coli DH10B, una cepa que presenta 

sensibilidad a ciprofloxacina si se compara con las cepas E. coli Rec+, confería cuatro veces 

mayor resistencia al antibiótico que lo reportado anteriormente para los genes qnr (Robicsek 

y col., 2006). Mediante mutagénesis por transposición, se identificó al gen aac(6´)-lb 

presente en el plásmido pHSH10-2, el cual codifica una enzima aminoglucósido 

acetiltransferasa que confiere resistencia a algunos antibióticos del grupo de los 

aminoglucósidos: kanamicina, amikacina y tobramicina (Robicsek y col., 2006). El análisis 

in silico del gen aac(6´)-lb reveló que se encuentra modificado en los codones 102 (Trp 

→Arg) y 179 (Asp →Tyr) y se demostró que en ausencia de dichas mutaciones, el gen no se 

asociaría con la resistencia a quinolonas (Robicsek y col., 2006). El mecanismo de acción de 

la enzima aac(6´)-lb-cr (llamada así por que confiere resistencia a ciprofloxacina), se 
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determinó mediante ensayos de acetilación, utilizando kanamicina y ciprofloxacina como 

sustratos. Se demostró que la enzima puede introducir un grupo acetilo en el nitrógeno del 

grupo piperazil que poseen ciprofloxacina y norfloxacina en la posición 7, reduciendo la 

afinidad del antibiótico por las topoisomerasas (Figura 7) (Robicsek y col., 2006). 

4.2.3. Sistemas de expulsión 

Los sistemas de expulsión confieren resistencia a quinolonas al disminuir la concentración 

intracelular del fármaco, y hasta la fecha se han identificado dos sistemas de expulsión 

codificados en plásmidos provenientes de cepas de E. coli (Poirel y col., 2012). 

El plásmido pHPA, aislado de la cepa clínica de E. coli C316, contiene el gen qepA el cual 

codifica la proteína de membrana interna QepA, con 14 segmentos transmembranales, que 

se agrupa en la superfamilia de transportadores facilitadores mayores (MFS, por sus siglas 

en inglés). La proteína confiere resistencia mediante la expulsión del citoplasma de 

quinolonas hidrofílicas como ciprofloxacina y norfloxacina (Yamane y col., 2007). 

Por otra parte, el plásmido pOLA52 proveniente de una cepa de E. coli aislada de estiércol 

de cerdo, contiene el gen oqxA que codifica una proteína de membrana interna de 391 

aminoácidos (aa), perteneciente a la familia RND, y el gen oqxB que codifica una proteína 

de periplasma de 1,050 aa; además, se encontró que ambos forman parte de un operón 

(Hansen y col., 2004). Las proteínas OqxAB confieren resistencia a ácido nalidíxico y 

ciprofloxacina; además, son capaces de expulsar bromuro de etidio, lo que sugiere que la 

resistencia a quinolonas también está dada por su expulsión del citoplasma (Figura 7) 

(Hansen y col., 2004). Además, se determinó que OqxA y OqxB necesitan de una proteína 

de membrana externa para cumplir su función, como TolC de E. coli, funcionando como un 
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complejo tripartita de expulsión similar a los codificados por genes cromosómicos de 

bacterias Gram (-) (Hansen y col., 2004). 
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II. ANTECEDENTES 

El compuesto sintético ciprofloxacina es actualmente uno de los antibióticos de mayor 

prescripción en el mundo (Redgrave y col., 2014). Se usa principalmente en el tratamiento 

de infecciones causadas por enterobacterias (Emmerson y Jones. 2003); sin embargo, 

también presenta actividad contra P. aeruginosa (Hoiby. 2011). El extenso uso de 

ciprofloxacina ha generado la aparición de bacterias resistentes a su acción (Hernández y 

col., 2011). Actualmente, los sistemas de resistencia a este antibiótico se encuentran 

ampliamente distribuidos y podemos dividirlos en dos grupos (Aldred y col., 2014), aunque 

dichos sistemas no son excluyentes entre sí y pueden combinarse para conferir mayor 

resistencia. 

I) Sistemas codificados por genes cromosómicos. Se incluyen las mutaciones en los 

genes que codifican a las proteínas blanco de las quinolonas, que son las 

topoisomerasas de la familia IIA (DNA girasa (Cambau y col., 1995) y topoisomerasa 

IV (Khodursky y col., 1998)) y los sistemas de expulsión, como MexAB-OprM de P. 

aeruginosa (Martínez y col., 2009). 

II) Sistemas codificados por genes presentes en plásmidos. Comprenden a las proteínas 

Qnr (Tran y Jacoby, 2002), que bloquean la unión del antibiótico con su sitio blanco 

(Xiong y col., 2011), los sistemas de expulsión QepA (Yamane y col., 2007) y OqxAB 

(Hansen y col., 2004) y la enzima aminoglucósido acetiltransferasa (AAC(6’)-Ib-cr) 

capaz de acetilar y como consecuencia inactivar a ciprofloxacina (Robicsek y col., 

2006). 

El hallazgo de la enzima AAC(6’)-Ib-cr capaz de modificar ciprofloxacina (Robicsek y col., 
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2006) representó un nuevo sistema de resistencia que funciona para dos familias distintas de 

antibióticos, los aminoglucósidos y las quinolonas. Aunque la enzima confiere un bajo nivel 

de resistencia a ciprofloxacina, puede actuar de manera conjunta al menos con el sistema de 

resistencia mediado por el gen qnrA (Robicsek y col., 2006) incrementando la resistencia. 

Además, se encontró que AAC(6´)-Ib-cr facilita la selección de mutantes resistentes a 

ciprofloxacina entre poblaciones bacterianas expuestas a este antibiótico (Robicsek y col., 

2006), lo que representa una ventaja adaptativa adicional al hecho de encontrarse codificada 

en un plásmido. 

Recientemente, nuestro grupo de trabajo determinó que la proteína de 65 aminoácidos 

codificada por el orf131 del plásmido pUM505, un plásmido conjugativo aislado de P. 

aeruginosa que confiere resistencia a ciprofloxacina (Ramírez-Díaz y col., 2011), presenta 

18% de identidad y 26% de similitud con la aminoglucósido fosfotransferasa (APH-IIb) de 

P. aeruginosa M18 (Figura 8), enzima relacionada con la resistencia a aminoglucósidos. 

Debido a que se realizaba la búsqueda de los genes responsables de la resistencia a 

ciprofloxacina, a la homología que presenta con la enzima APH-IIb y al antecedente de la 

enzima aminoglucósido acetil transferasa, se clonó el orf131 en el vector pUCP20 y el 

plásmido recombinante se transfirió a E. coli J53-2. Mediante pruebas de susceptibilidad a 

ciprofloxacina se observó un mayor crecimiento en concentraciones altas del antibiótico en 

la cepa que contiene el orf131 en comparación con el control (Figura 9). Se concluyó que la 

proteína codificada por el orf131, que en adelante llamaremos ORF131, confiere resistencia 

a ciprofloxacina y debido a la homología que presenta con la enzima APH-IIb, que esta 

resistencia puede deberse a la fosforilación del antibiótico (Chávez-Jacobo. 2015). Debido a 

lo anterior, resulta de interés determinar el mecanismo de acción de la proteína codificada 

por el orf131 del plásmido pUM505. 
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Figura 8. Alineamiento de la secuencia de la proteína codificada por el orf131 con la 

enzima APH-IIb de P. aeruginosa M18. Se muestran con asteriscos los residuos catalíticos 

en la APH-IIb. En recuadros se muestran los residuos catalíticos conservados en la proteína 

codificada por el orf131 (Chávez- Jacobo, 2015). 
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Figura 9. Resistencia a ciprofloxacina conferida por el orf131 del plásmido pUM505. 

Los cultivos se crecieron en caldo M9 por 24 h a 37°C con agitación constante a las 

concentraciones de ciprofloxacina indicadas. Posteriormente se midió la absorbencia a 590 

nm. Se muestran barras de error estándar de la media, n=6 (Chávez- Jacobo, 2015). 
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susceptibilidad a ciprofloxacina se observó un mayor crecimiento en concentraciones altas 

del antibiótico en la cepa que contiene el orf131 en comparación con el control (Figura 2). 

Se concluyó que la proteína codificada por el orf131, que en adelante llamaremos ORF131, 

confiere resistencia a ciprofloxacina y debido a la homología que presenta con la enzima 

APH-IIb, que esta resistencia puede deberse a la fosforilación del antibiótico (Chávez-

Jacobo, 2015). Debido a lo anterior, resulta de interés determinar el mecanismo de acción de 

la proteína codificada por el orf131 del plásmido pUM505. 
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III. JUSTIFICACIÓN 

El orf131 confiere resistencia a ciprofloxacina cuando se transfiere a Escherichia coli. En un 

análisis in silico se determinó que la proteína ORF131, codificada en el plásmido pUM505, 

muestra similitud con la enzima aminoglucósido fosfotransferasa IIb de P. aeruginosa M18. 

Debido a que las enzimas capaces de modificar antibióticos han coevolucionado con sus 

sustratos y generalmente son específicas para una sola familia de antibióticos, resulta de 

interés caracterizar el mecanismo de acción de la proteína ORF131 que confiere resistencia 

a un antibiótico sintético, así como determinar su distribución. 

 

IV. HIPÓTESIS 

La proteína ORF131, que se encuentra ampliamente distribuida, confiere resistencia a 

ciprofloxacina mediante la fosforilación del antibiótico. 
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V. OBJETIVOS 

A) Objetivo general 

Caracterizar el mecanismo mediante el cual la proteína ORF131 del plásmido pUM505 

confiere resistencia a ciprofloxacina y determinar su distribución. 

 

B) Objetivos específicos 

1. Determinar el mecanismo molecular y enzimático mediante el cual la proteína 

ORF131 fosforila a la molécula de ciprofloxacina. 

2. Analizar la distribución del orf131 en aislados clínicos. 

3. Identificar los residuos de la proteína ORF131 asociados con la resistencia a 

ciprofloxacina. 
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VI. RESULTADOS 

Los principales resultados obtenidos durante la realización del presente proyecto se presentan 

en los capítulos I, II y III. El capítulo I corresponde a un articulo publicado en una revista 

internacional (Antimicrobial Agents and Chemotherapy, American society for 

microbiology), el capitulo II corresponde a un articulo publicado en una revista internacional 

(Journal of Antimicrobial Chemotherapy, Oxford Academic) y el capitulo III corresponde a 

un manuscrito publicado en la revista internacional (Microbiology, Microbiology Society). 

Finalmente los capitulos IV y V corresponden a dos articulos de revisón publicados en una 

revista indexada en el indice CONACyT (TIP, Revista Especializada en Ciencias Químico-

Biológicas, FES Zaragoza). 
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VII. CONCLUSIONES Y DISCUSIÓN 

Las quinolonas han sido el centro de un considerable interés tanto científico como clínico 

desde la síntesis del primer fármaco de este grupo, el ácido nalidíxico (Figura 1) (Lesher y 

col., 1962). Hoy en día ciprofloxacina es una de las quinolonas más empleadas en el 

tratamiento contra bacterias Gram (-) como P. aeruginosa (Emmerson y Jones, 2003), a pesar 

de que tiene más de tres décadas en uso y del surgimiento de distintos sistemas de resistencia 

bacterianos. 

En nuestro grupo de trabajo se aisló el plásmido pUM505 de una cepa clínica de P. 

aeruginosa (Cervantes y col., 1986; Cervantes y Ohtake. 1988) y se determinó que cuando 

se transfiere a la cepa estándar de laboratorio P. aeruginosa PAO1 confiere resistencia a 

ciprofloxacina; sin embargo, cuando el plásmido fue secuenciado y su secuencia analizada, 

no se identificó ninguno de los genes de resistencia a quinolonas reportados hasta ese 

momento (Ramírez-Díaz y col., 2011), por lo que resultó de interés identificar los genes 

responsables de la resistencia a quinolonas. Debido a que los sistemas de resistencia 

reportados hasta el momento pueden conferir resistencia a múltiples quinolonas, por ejemplo, 

QepA confiere resistencia a ciprofloxacina y a norfloxacina; se decidió determinar si el 

plásmido pUM505 puede conferir resistencia a otras quinolonas, además de a ciprofloxacina. 

Nuestros resultados muestran que el plásmido pUM505 puede conferir resistencia a 

ciprofloxacina, norfloxacina y moxifloxacina en P. aeruginosa PAO1. Para determinar cuál 

determinante genético es responsable de la resistencia a quinolonas conferido por el plásmido 

pUM505 se realizó un nuevo análisis in silico y se encontró que la proteína de 65 aminoácidos 

codificada por el orf131 posee similitud con la proteína APH-IIb, una proteína de la familia 

de las aminoglucósido fosfotransferasas (APH) que es capaz de conferir resistencia a 
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kanamicina, gentamicina y estreptomicina (Smith y Baker. 2002). La proteína CrpP muestra 

identidad baja (18%) con la proteína APH-IIb de P. aeruginosa M18 que es capaz de conferir 

resistencia a kanamicina, gentamicina y estreptomicina mediante la transferencia de un grupo 

fosfato del ATP a alguno de los grupos hidroxilo que presentan estos antibióticos (Wu y col., 

2011). Se ha encontrado que para las enzimas de la familia APH los porcentajes de identidad 

son del 20–40% y presentan importantes residuos conservados particularmente en el extremo 

carboxilo terminal, que se encargan de la catálisis y la unión con los aminoglucósidos, 

mientras que en el extremo amino terminal se encuentran residuos involucrados 

principalmente con la unión al ATP (Smith y Baker. 2002). La proteína CrpP no posee los 

residuos catalíticos reportados para las proteínas APH, sin embargo, presenta dos residuos 

conservados, la Gly7 (involucrado en la catálisis) y la Ile26 (relacionado con la unión a ATP). 

Además, ha sido reportado que los residuos de los dominios involucrados en catálisis y en la 

unión con el ATP puede variar entre las subfamilias de APH, por lo que, la proteína CrpP 

puede conferir resistencia a antibióticos y las variaciones en la secuencia le pueden permitir 

el reconocimiento de sustratos diferentes. 

La sola presencia del gen crpP no confiere resistencia cuando se transfiere a una cepa de P. 

aeruginosa PAO1, sin embargo, esto puede deberse a la resistencia intrínseca que presenta 

esta cepa (Hancock. 1998), ya que la transferencia del plásmido pUM505 confiere resistencia 

a ciprofloxacina, norfloxacina y moxifloxacina lo que sugiere que el plásmido pUM505 

puede contener determinantes de resistencia adicionales a crpP que juntos confieren la 

resistencia en P. aeruginosa. El gen crpP fue transferido a la cepa E. coli J53-3 y se encontró 

que confiere resistencia a ciprofloxacina, pero no al resto de las quinolonas que se probaron 

(ácido nalidíxico, norfloxacina, moxifloxacina y levofloxacina), ni a los aminoglucósidos 
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(kanamicina, estreptomicina, gentamicina y amikacina) lo cual indica que la proteína CrpP 

confiere resistencia de manera selectiva a ciprofloxacina en E. coli. La capacidad de conferir 

resistencia de manera selectiva a un solo antibiótico no es algo inusual y se sabe que las 

proteína de la familia APH presentan perfiles de resistencia muy variables, por ejemplo, 

APH(3’) únicamente fosforila kanamicina y neomicina (Smith y Baker. 2002).  

La actividad in vitro de la enzima CrpP purificada se determinó para entender el mecanismo 

de la enzima en la resistencia a ciprofloxacina. CrpP mostró actividad enzimática a 

ciprofloxacina y norfloxacina cuando estos fueron usados como sustratos. Debido a que no 

se observó actividad contra las quinolonas: ácido nalidíxico, moxifloxacina y levofloxacina, 

y los aminoglucósidos kanamicina y estreptomicina, se sugiere que la enzima CrpP es 

especifica contra ciprofloxacina y norfloxacina. La determinación de los parámetros 

cinéticos indica que los valores de Km para ambos antibióticos son similares, mientras que 

la Vmax para ciprofloxacina fue siete veces superior que la de norfloxacina. El cociente 

calculado Vmax/Km fue 5 veces superior para ciprofloxacina, lo cual puede explicar porque 

no se observa un fenotipo de resistencia a norfloxacina cuando se clonó el gen crpP en E. 

coli J53-3. La familia APH incluye varios miembros que son capaces de conferir patrones de 

resistencia diferenciales y específicos, así que los miembros de esta familia pueden conferir 

resistencia a antibióticos específicos (Robicsek y col., 2006). Se obtuvieron resultados 

similares cuando se caracterizó la enzima AAC(6’)-Ib-cr, que es más eficiente modificando 

kanamicina que ciprofloxacina, lo que sugiere especificidades diferenciales entres estos dos 

antibióticos. Además, CrpP utiliza ATP como cosustrato, lo que indica que la actividad es 

dependiente del ATP y por lo tanto sugiere que el mecanismo de acción de CrpP puede 

consistir en la fosforilación del antibiótico, debido a que las enzimas APH catalizan la 
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transferencia de un grupo fosfato a un aminoglucósido, y muchas de estas enzimas utilizan 

ATP como donador del grupo fosfato (Ramírez y Tolmasky. 20). 

Adicionalmente, se analizaron los metabolitos derivados de la reacción de CrpP y 

ciprofloxacina mediante cromatografía de líquidos acoplada a espectrometría de masas (LC-

MS-MS) y los resultados sugieren que la molécula de ciprofloxacina sufre una modificación. 

Los resultados revelaron la presencia de un ion molecular que corresponde a ciprofloxacina-

ATP (mz=820), además de varios intermediarios de la degradación de esta molécula. De 

manera adicional se verifico la modificación de la molécula de ciprofloxacina mediante 

espectrometría de infrarrojo. Los resultados obtenidos sugieren que la molécula de 

ciprofloxacina se activa mediante la unión con el ATP, posteriormente se fosforila y 

finalmente se degrada. Por lo que crpP codifica una proteína capaz de conferir resistencia a 

ciprofloxacina de manera específica, dependiente de ATP y que involucra la fosforilación 

del antibiótico. 

La resistencia a quinolonas es cada vez más común de encontrar en infecciones bacterianas 

y se han realizado múltiples estudios para identificar la presencia de determinantes 

plasmídicos de resistencia (PMQR por sus siglas en ingles) en enterobacterias aisladas de 

humanos, animales y comida; y los resultados encontrados muestran que la prevalencia 

promedio de qnrA, qnrB, qnrS y aac(6’)-Ib-cr son: 1.5%, 4.6%, 2.4% y 10.8% 

respectivamente (Strahilevitz y col., 2009). Por lo que respecta al determinante de resistencia 

crpP; el plásmido pUM505 de P. aeruginosa fue aislado desde 1986 y aunque su secuencia 

se reportó en 2011 no se había investigado hasta el momento la presencia del gen crpP en 

aislados de origen clínico (Ramírez-Diaz y col., 2011). Para determinar la presencia de crpP 

en diferentes grupos de bacterias Gram (-), se analizó una colección de aislados clínicos de 
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enterobacterias productoras de β lactamasas de espectro extendido (ESLB por sus siglas en 

ingles). Se identificaron homólogos a crpP en estos grupos de cepas con una frecuencia de 

5.19%, lo que indica que se encuentra moderadamente distribuido y debido a que las cepas 

que contiene el gen presentan resistencia a ciprofloxacina, se sugiere que crpP participa en 

la resistencia hospitalaria. En general, la prevalencia de crpP fue superior en E. coli (75%), 

seguido por K. pneumoniae (25%). Comparando la prevalencia de otros determinantes 

reportados previamente, con los resultados obtenidos aquí, se encontró a crpP con una 

frecuencia más baja comparado con los genes qnr (21%) y aac(6’)-Ib-cr (43%) (Silva-

Sánchez y col., 2011). 

Debido a que la resistencia a quinolonas se asocia comúnmente con determinantes 

plasmídicos, con el propósito de determinar la distribución de homólogos a crpP en 

elementos móviles se analizó también un grupo de 68 transconjugantes con plásmidos de 

origen clínico con ESBL aislados de diferentes hospitales de México. Los resultados 

muestran que el 7.35% de las transconjugantes posee un gen homologo a crpP, lo que indica 

que el gen se encuentra moderadamente distribuido y que puede ser movilizado mediante 

transferencia horizontal para contribuir a la resistencia hospitalaria a ciprofloxacina. 

Se analizó la secuencia de los genes homólogos a crpP y se encontró que todos presentan un 

probable promotor AlgU (σE) lo cual indica una probable regulación similar. El promotor 

AlgU de P. aeruginosa es ortólogo al promotor σE de E. coli, un factor sigma alternativo que 

dirige la transcripción de genes de respuesta a condiciones extrema de estrés, como podría 

ser, la presencia de moléculas antibióticas (Firoved y col., 2002). En general, los homólogos 

a crpP codifican proteínas pequeñas, similares en tamaño a CrpP de pUM505 y se encuentran 

más conservadas en la región amino terminal que en el extremo carboxilo. Estos resultados 
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nos indican que las proteínas parecidas a CrpP podrían constituir una familia no conservada 

en cuanto a su secuencia primaria, pero que poseen la misma función. A pesar de las 

diferencias entre las estructuras secundarias se observaron aminoácidos conservados en todos 

los homólogos: Gly7, Thr8, Asp9, Lys33, Gly34 y Cys40, lo que sugiere que estos residuos 

podrían ser importantes para la función de las proteínas. Debido a las diferencias estructurales 

presentadas por las proteínas estos genes homólogos fueron clonados y transferidos a E. coli 

J53-3 donde se determinó que todos los genes confieren resistencia a ciprofloxacina 

probablemente mediante el mismo mecanismo de fosforilación de CrpP de pUM505. 

Debido a que se observaron diversos aminoácidos conservados en las proteínas homólogas 

se decidió introducir modificaciones en los codones que codifican estos residuos para 

determinar su importancia en la función de la proteína CrpP. Los cambios en los residuos 

Gly7, Asp9 y Lys33 por un residuo de alanina, provocó que las cepas de E. coli BL21 

transformadas con el gen modificado adquirieran un fenotipo de susceptibilidad a 

ciprofloxacina con respecto de una cepa que contiene el gen crpP nativo. Se determinó 

también la actividad enzimática de las proteínas modificadas y se confirmó su incapacidad 

para modificar ciprofloxacina con respecto de la proteína nativa. Los resultados nos indican 

que los residuos de Gly7, Asp9 y Lys33 son esenciales para la función de la proteína CrpP, 

lo cual sugiere que podrían estar relacionados con la catálisis, debido a que cuando se 

reemplazaron estos residuos la Km aumenta al menos dos veces, mientras que la Vmax 

disminuye hasta cuatro veces. Cuando se modificaron las concentraciones del cosustrato ATP 

se observó un resultado similar, lo cual refuerza la hipótesis de que los residuos Gly7, Asp9 

y Lys33 son esenciales para la catálisis. 
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La modificación en el codón que codifica para el residuo Cys40 por un residuo de alanina, 

provocó un fenotipo de susceptibilidad a ciprofloxacina, similar al observado con las 

modificaciones mencionadas anteriormente, sin embargo, cuando se determinó la actividad 

enzimática se observó que está se encuentra totalmente eliminada, tanto a ciprofloxacina 

como a ATP. Estos resultados sugieren que el residuo de cisteína es esencial para la actividad 

catalítica de la proteína CrpP, debido a la capacidad de los residuos de cisteína para formar 

puentes disulfuro, se cree que puede estar involucrado tanto en la catálisis como en la 

regulación estructural de la proteína CrpP. Finalmente, la modificación del codón que 

codifica el residuo de Ile26 por alanina, provoco un fenotipo susceptibilidad intermedia a 

ciprofloxacina, pero solo un ligero decremento en su actividad enzimática, lo cual sugiere 

que el residuo de Ile26 no es esencial para la actividad de la proteína CrpP. 

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo podemos concluir que el gen crpP 

confiere resistencia a ciprofloxacina a través de un sistema de modificación de fosforilación 

del antibiótico, que emplea ATP como sustrato. Además, fue posible determinar que crpP se 

encuentra distribuido en aislados de origen clínico de hospitales mexicanos y que los 

homólogos encontrados conservan residuos importantes para la función de la proteína CrpP, 

como son Gly7, Asp9, Lys33 y Cys40. 
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