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Resumen

Existen numerosos métodos estandarizados utilizados para determinar la susceptibilidad a
antimicrobianos. Estos, a menudo son lentos y laboriosos y frecuentemente muestran
problemas tanto en la precision como en la reproducibilidad. La aparicion de resistencias
y la posibilidad de utilizar firmacos menos toxicos, ademas de la dificultad que supone el
manejo de ciertas bacterias de dificil cultivo, hacen mas que necesario el desarrollo de
nuevos procedimientos que ayuden a conocer mejor el metabolismo bacteriano, su

susceptibilidad a antibioticos y su posible manejo terapéutico.

Esta memoria se centra en el uso de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear
(RMN) para el estudio del metabolismo bacteriano, y su aplicacion para determinar la
sensibilidad de ciertas bacterias a farmacos antimicrobianos. Este trabajo recoge la puesta
a punto de la técnica de RMN para el estudio de la susceptibilidad de dos cepas de
Escherichia coli (ATCC 25922 y C1550) y de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853 y
W30) a varios antimicrobianos (gentamicina, ciprofloxacino y levofloxacino). Para ello,
se comparan los resultados obtenidos mediante RMN con las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) ya establecidas en la literatura y por los Comités pertinentes. Ademas,
y con el objeto de conocer mejor el metabolismo de bacterias de dificil cultivo, se han
realizado experientos con Rickettsia slovaca. Estos analisis han permitido detectar
marcadores metabdlicos que podrian ser utilizados para estudios de sensibilidad y aportan

conocimiento sobre el metabolismo de estos agentes de dificil cultivo.






Abstract

Many standardized methods are used to determine antimicrobial susceptibility. They
often slow and laborious and frequently show problems in both accuracy and
reproducibility. The emergence of resistances and the possibility of using less toxic drugs,
in addition to the difficulty of handling certain fastidious bacteria, make necessary to
develop new procedures to better understand bacterial metabolism, their susceptibility to

antibiotics and their potential therapeutical management.

This work focuses on the use of nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy for the
study of bacterial metabolism and its application to determine the susceptibility of certain
bacteria to antimicrobial drugs. This work sets up the NMR to study the susceptibility of
two strains of Escherichia coli (ATCC 25922 and C1550) and Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853 and W30) against several antimicrobials (gentamicin, ciprofloxacin and
levofloxacin). For this aim, the results obtained by NMR were compared with the
minimum inhibitory concentrations (MIC) already established in the literature and by the
pertinent Committees. In addition, and in order to better understand the metabolism of
bacteria that are difficult to grow, experiments have been carried out on Rickettsia
slovaca. These analyzes have allowed to detect metabolic markers that could be used for
susceptibility studies and they contribute to the knowledge of the metabolism of these

fastidious bacteria.
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Introduccién

A pesar de los grandes avances y progresos en materia de Salud Publica, y
especificamente en el campo de las enfermedades infecciosas y de la microbiologia
clinica, las enfermedades infecciosas siguen suponiendo un grave problema para la
sociedad actual y como tal, un reto profesional e institucional. A nivel global, las
enfermedades infecciosas son la primera causa de morbi-mortalidad y, si bien en los
paises desarrollados como Espaia, estas afecciones no figuran entre las primeras causas,
se podria afirmar que contribuyen en un alto grado al desenlace fatal
(http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/). En la Union Europea y en otros paises
ricos como Estados Unidos, se ha identificado el desarrollo de resistencias bacterianas a
antimicrobianos como uno de los problemas mas importantes de Salud Publica, instando a
las diferentes administraciones a luchar frente a este problema (The White House, 2015;
Foro Economico Mundial, 2015; AEMPS, 2015; Gobierno de La Rioja III, 2015; ECDC,
2009) (figura 1). Es un hecho conocido que un tratamiento antimicrobiano correcto y
precoz salva vidas. Por esta razon, la identificacion microbiana, el estudio de la
sensibilidad de los microorganismos a los antimicrobianos y el desarrollo de nuevos
antimicrobianos para luchar contra microorganismos resistentes son aspectos de gran

importancia, con un gran impacto en el manejo del paciente infectado.

Figura 1. Imagenes de algunos documentos emitidos por diferentes instituciones en relacion a la
lucha contra las resistencias bacterianas (Imagenes tomadas de The White House, 2015; Foro
Econémico Mundial, 2015; AEMPS, 2015; Gobierno de La Rioja III, 2015; ECDC, 2009).


http://who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/
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El objetivo principal de las pruebas de sensibilidad a antimicrobianos es evaluar la
respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos, de modo que en un
primer término, su resultado se traduzca en un factor predictivo de la eficacia clinica
(SEIMC, 2000). Los estudios de la sensibilidad antimicrobiana son cruciales para
determinar el farmaco disponible mas efectivo para el tratamiento de un paciente afecto
de un proceso infeccioso. Ademads, son necesarios para confirmar la susceptibilidad de los
microorganismos a los tratamientos empiricos seleccionados, asi como para estudios
epidemioldgicos que detecten la presencia de resistencias a antimicrobianos (SEIMC,

2000; Martinez-Martinez, 2003).

El uso de antimicrobianos supuso y ha supuesto una revolucion para el tratamiento de las
enfermedades infecciosas. Sin embargo, el aparente beneficio de su utilizacion ha llevado
a un uso indiscriminado de los mismos, hecho que ya Alexander Fleming apunt6 en su
discurso de recepcion del Premio Nobel (1945): “No es dificil producir microbios
resistentes a la penicilina [...]. Podria venir un tiempo en que la penicilina pueda ser
comprada por cualquier persona en una tienda. Entonces, existira el peligro de que la
gente se autoadministre dosis bajas y exponga a los microbios a cantidades no letales de

este farmaco, que los vuelvan resistentes” (Fleming, 1945).

Durante anos los antimicrobianos han estado al alcance de la poblacion. Se han utilizado
en animales de granja para maximizar su crecimiento e incluso se han utilizado en control
de infecciones en agricultura, sin ningun tipo de supervision. Todo ello, junto a la propia
dindmica de las bacterias, que como otros seres vivos no quieren morir, ha contribuido al

aumento de resistencias antimicrobianas.

Existen muchos métodos para medir la sensibilidad de microorganismos in vitro a
antimicrobianos. Sin embargo, y a pesar de esta gran variedad, muchos de los métodos
convencionales pueden ser lentos y laboriosos y, en determinadas ocasiones, sufrir
problemas de precision y reproducibilidad lo que conlleva una mala correlacién con el
resultado terapéutico (Rex et al., 2001; Turnidge y Bordash, 2007a; Turnidge y Paterson,
2007b). Ademas, la dificultad que supone tratar cierto tipo de infecciones bacterianas, el
desarrollo tan preocupante de resistencias y la necesidad de utilizar formacos mas seguros
hacen necesario el desarrollo de nuevos procedimientos para paliar estas deficiencias

(Garcia-Alvarez et al., 2013).
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1. Historia y desarrollo de los métodos de sensibilidad a antimicrobianos

Las primeras descripciones relacionadas con los antimicrobianos datan de finales del
siglo XIX de la mano de Louis Pasteur, Robert Koch y Paul Ehrlich (figura 2). Estos
pioneros en el campo de la microbiologia hacen numerosas referencias al concepto de
antibiosis (Wheat, 2001). De hecho, fue Ehrlich quien introdujo por primera vez la idea
de atacar los microorganismos sin dafiar al hospedador. Asi, a principios de 1910, el
mismo autor descubre el “salvarsan”, considerado el primer compuesto quimioterapico
moderno, capaz de matar el microorganismo causante de la sifilis sin dafiar el organismo

(Kerr, 2005).

Figura 2. a) Robert Koch. b) Louis Pasteur. c¢) Paul Erlich. (Imagenes tomadas de
http://www.nobelprize.org y http://www.biography.com).

En 1928, Alexander Fleming determin¢ el efecto inhibitorio de lo que posteriormente se
conoceria como penicilina al observar que alrededor de un hongo del género Penicillium,
considerado un contaminante de las placas de agar, no crecian colonias estafilococicas
(figura 3). Sin embargo, la esencia de este método, que mas tarde se conoceria como
difusion en agar, ya habia sido descrito en 1889 por Beijerinck (Beijerinck, 1889). El
descubrimiento de la penicilina supuso un antes y un después, ya que permitid el
tratamiento de gran variedad de infecciones en la época. Sin embargo, este farmaco no se
produjo en grandes cantidades hasta la Segunda Guerra Mundial, lo que propici6 su uso
de forma masiva y supuso el milagro para las infecciones por heridas de guerra (Kerr,
2005) (figura 4). Pero, ademas de este gran descubrimiento, durante los afios 20, Fleming
contribuyo al desarrollo de los métodos de sensibilidad a antimicrobianos con otras dos

grandes aportaciones. Por un lado desarrollé el método de dilucién en caldo usando para


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wheat%20PF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11420332
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su determinacion la turbidez (Fleming, 1929), técnica que se convertiria en la precursora
de la metodologia actual para la determinacion de la concentracion minima inhibitoria
(CMI). También introdujo el uso de la técnica de “ditch plate” (sin traduccion al

castellano) (Fleming, 1924).

Figura 3. a) Alexander Fleming (Imagen tomada de http://mx.tuhistory.com). b) Cultivo en placa
mostrando la disoluciéon de las colonias estafilocdcicas en las proximidades de una colonia de
Penicillium (Imagen tomada de Fleming, 1929).

Figura 4. Cartel publicitario del uso de penicilina durante la II Guerra Mundial.

En los afos 40, comienzan a desarrollarse métodos de difusion con discos de papel
absorbente impregnados en solucion antimicrobiana y métodos de dilucion en agar para el
estudio de la sensibilidad a antimicrobianos, con resultados similares (Schmith y

Reymann, 1940; Heatley, 1944; Vincent y Vincent, 1944). En esta época, cientificos
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como Mohs (precursor del método que mas tarde daria lugar a la técnica de Stokes) y
Bondi, describen los discos de papel que se utilizan en la actualidad (Mohs, 1945; Bondi
et al., 1947). Hoyte y Levine por su parte desarrollan la técnica con pastillas, en vez de
con discos de papel, adquiriendo una gran relevancia en el desarrollo de los métodos de
difusion (Hoyte y Levine, 1947). Ademas, Schmith y Reymann describen por primera vez
el método de dilucidon en agar para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos (Schmith

y Reymann, 1940).

A finales de la década de los 50, la aparicion de distintas variaciones en los métodos para
el estudio de la sensibilidad, cre6 la necesidad de su estandarizacion tomando las riendas
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). En 1966, Bauer, Kirby y cols. fomentaron el
establecimiento del método de difusion en disco en los laboratorios clinicos (Bauer et al.,
1966), método que, en 1975, se convertiria en la base del estandar de difusion en disco
del National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Durante esos afios,
son muchos los grupos centrados en la estandarizacion de los métodos de sensibilidad
surgidos hasta el momento. A mitad de los afios 70, las limitaciones de las técnicas
disponibles hasta la fecha hicieron recomendable el desarrollo de métodos automatizados
(Wheat, 2001). Muchos de estos métodos sentarian las bases de los que hay implantados

en los laboratorios de microbiologia clinica actualmente.

Las técnicas hasta aqui descritas, se basan en la observacion de caracteristicas fenotipicas
de los microorganismos para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos. A pesar de ser
técnicas con una metodologia sencilla, no son répidas y dependen, en gran medida, de las
condiciones experimentales. No obstante, si se conocen bien estas limitaciones y se
aplican procedimientos estandarizados, los métodos fenotipicos proporcionan muy
buenos resultados con bajo coste (Wheat, 2001). Las desventajas de los métodos
fenotipicos y el creciente desarrollo de resistencias favorecieron, que a finales del siglo
XX, aparecieran los primeros métodos moleculares basados en caracteristicas genotipicas
de los microorganismos (Courvalin et al., 1991). Estos métodos permitieron la

determinacion de genes de resistencia.

En los ultimos afios, el gran avance tecnologico ha permitido el desarrollo de nuevos
métodos para la determinacion de susceptibilidad a antimicrobianos como son la
quimioluminiscencia, la espectrometria de masas o la citometria de flujo, entre otros. Sin
embargo, y a pesar de la revolucion tecnoldgica en la que estamos inmersos, cabe

destacar que, la mayoria de los métodos utilizados hoy en dia en los laboratorios de
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microbiologia siguen basandose en técnicas descritas a principios del siglo XX (Wheat,

2001).

2. Métodos para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos

Actualmente, existen muchos métodos para la determinacion de la sensibilidad de
microorganismos a antimicrobianos. La interpretacion de los resultados, que de su
aplicacion se obtienen, se ajustan principalmente a las normas de organismos reconocidos
como el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)
(EUCAST, 2015) o el Clinical and Laboratory Standars Institute (CLSI) (CLSL 2016)
(antiguamente denominado NCCLS). Como ya se ha citado, los métodos mas usados se
basan el estudio fenotipico de los microorganismos, es decir, en la observacion del

crecimiento de una cepa en presencia del antimicrobiano objeto de estudio.

A continuacion, se exponen brevemente algunos de los métodos disponibles para el

estudio de la sensibilidad a antimicrobianos.

2.1 Métodos de difusion

Como se ha descrito en el primer apartado, los métodos de difusion son conocidos desde
finales del siglo XIX. Su fundamento se basa en la capacidad de inhibicion del
crecimiento bacteriano, tras la difusion de un antimicrobiano incluido en una matriz de

papel o plastica, a través de una superficie de agar.
2.1.1 Método del antibiograma

El antibiograma es una de las técnicas mdas antiguas utilizadas para el estudio de la
sensibilidad a antimicrobianos. Se basa en los estudios de Bauer, Kirby y cols. (Bauer et
al., 1966). Este método es uno de los recomendados por el CLSI para el estudio de la
sensibilidad bacteriana a antimicrobianos (SEIMC, 2000; Mandell et al., 2015) y continua
siendo, hoy en dia, una de las técnicas mas extendidas en la rutina de los laboratorios de

microbiologia clinica (EUCAST, 2015).

Se trata de un método simple, que no requiere un equipamiento especial, versatil y bien
estandarizado en el que se pueden testar un gran nimero de antimicrobianos y, ademas, es
aplicable a una gran variedad de bacterias, principalmente a bacterias comunes, de
crecimiento rapido, asi como a ciertas bacterias fastidiosas (de dificil cultivo) (SEIMC,

2000; CLSI, 2012; EUCAST, 2015).
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Se basa en la colocacion de discos de papel secante impregnados con concentraciones
determinadas de un antimicrobiano en la superficie de agar de una placa de Petri
previamente inoculada con el microorganismo objeto de estudio. Al entrar en contacto
con la superficie humeda de agar, el antimicrobiano difunde radialmente desde el disco a
través de la gelatina. A medida que la distancia al disco incrementa, la concentracion de
antimicrobiano disminuye, forméndose un gradiente de concentracion en el medio
alrededor de los discos. Las placas necesitan incubarse durante 16-24 horas vy,
transcurrido ese tiempo, se pueden visualizar las areas en las que el antimicrobiano ha
impedido el crecimiento bacteriano y los discos aparecen rodeados por una zona de
inhibicion (figura 5) (SEIMC, 2000; Winn y Koneman, 2006; Jorgensen y Ferraro, 2009;
Jenkins y Schuetz, 2012). La lectura de los halos de inhibicion proporciona resultados
cualitativos que deben interpretarse como sensible (S)', intermedia (I)" o resistente (R)",
de acuerdo a las categorias establecidas por el CLSI (CLSI, 2016). Aunque éste método
no permita la lectura directa del valor de la CMI", el tamafio de la zona de inhibicion es
inversamente proporcional al logaritmo de la CMI de dicho antibidtico. De modo que
existen didmetros de inhibicion, expresados en mm, estandarizados para cada
antimicrobiano que permiten una correcta interpretacion (SEIMC, 2000; Jenkins y

Schuetz, 2012).

Figura 5. Ejemplo del antibiograma (Imagen tomada de Jorgensen y Ferraro, 2009).

"Sensible: categoria que implica que la cepa bacteriana es inhibida por las concentraciones habituales de antimicrobiano cuando se
usa la dosis recomendada para tratar en el sitio de infeccion (SEIMC, 2000; CLSI, 2012).

" Intermedia: categoria que incluye las cepas bacterianas cuya CMI a antimicrobianos puede alcanzarse en sangre y tejidos, y para las
cuales las tasas de respuesta pueden ser menores que para aislados susceptibles. Esta categoria implica eficacia clinica en
localizaciones donde los farmacos estan fisiolégicamente concentrados o cuando se emplean dosis mas altas de lo normal. También
incluye casos de antimicrobianos con margenes estrechos de toxicidad en los que errores técnicos pequefios pueden suponer
cambios de interpretacion en la categoria (SEIMC, 2000; CLSI, 2012).

" Resistente: categoria que implica microorganismos que no son inhibidos por las concentraciones alcanzables del farmaco a dosis
normales y/o que demuestra didmetros que se encuentran en el rango en el que son probables los mecanismos especificos de
resistencias, y la eficacia clinica del antimicrobiano frente al microorganismo no se ha demostrado en estudios de forma fiable
(SEIMC, 2000; CLSI, 2012).

La CMI se determina por la concentracion mds baja de antimicrobiano que impide el crecimiento del microorganismo.
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2.1.2 Método de difusion en gradiente o método del Epsilon test (E-test)

El método del E-test (AB BioDisk) es un método comercial basado en el mismo principio
que la técnica del antibiograma. Se trata de un método sencillo, aplicable a una gran
variedad de bacterias y de antimicrobianos (SEIMC, 2000). El E-test es uno de los
métodos mas utilizados en los laboratorios de microbiologia por su buena concordancia

con los métodos de dilucion.

La metodologia de esta técnica es igual que la del antibiograma con la diferencia de que
en el E-test se utiliza una tira de plastico no poroso en la que se incluye un gradiente
predefinido de antimicrobiano (figura 6). Destacar que, este gradiente de concentraciones
solo consta en una de las caras de la tira por lo que, en este método, la orientacion de tira
sera determinante para su correcto funcionamiento. Por otro lado, tras la incubacion de las
placas con la tira, la zona de inhibicidn presenta forma elipsoidal y simétrica. Este método
permite la determinacion del valor de CMI mediante lectura directa. La CMI serd asi el
valor indicado en el punto de interseccion entre el extremo de inhibicion con la tira. La
observacion directa de los valores de la CMI que se consigue con este método es un
avance frente a la técnica del antibiograma, sin embargo, el precio mas elevado de las

tiras limita su uso (SEIMC, 2000, Martinez-Martinez L, 2003, Winn y Koneman, 2006).

Figura 6. Ejemplo del método de E-test (Imagen tomada de Jorgensen y Ferraro, 2009).

2.2 Métodos de dilucion

Los métodos de dilucién se conocen desde principios del siglo XX. Requieren una técnica
mas compleja que los de difusion y, habitualmente, son mas caros. Se basan en la

determinacion del crecimiento de un microorganismo incubado en un medio de cultivo
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(caldo o agar) en el que se encuentra diluido un antimicrobiano en concentraciones
crecientes (generalmente en concentraciones crecientes en base 2) (SEIMC, 2000;
Mandell et al., 2015). Las concentraciones usadas pueden variar en funcion del
microorganismo y antimicrobiano a estudio asi, como de sitio de infeccion (Jenkins y

Schuetz, 2012).

Las técnicas basadas en la dilucion permiten determinar la CMI y la concentracion
minima bactericida (CMB) de los antimicrobianos a estudio. Ademads, son los métodos de
referencia para la determinacion cuantitativa de la actividad de los antimicrobianos
(SEIMC, 2000). Los métodos de dilucion se emplean también en sistemas automatizados

para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos.
2.2.1 Dilucion en caldo

El método de dilucion en caldo requiere de un medio de cultivo liquido. Segun las
recomendaciones del CLSI, el mas adecuado y utilizado es el caldo Mueller-Hinton (MH)
con distintos suplementos segiin el microorganismo a estudiar (SEIMC, 2000). Para el

estudio de microorganismos fastidiosos se pueden utilizar otros medios de cultivo.
a) Meétodo de macrodilucion

El método de macrodilucion o método de dilucion en tubo fue uno de los primeros en
utilizarse para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana (Ericsson y Sherris, 1971).
Esta técnica utiliza un medio liquido de cultivo en volumenes iguales o mayores a 1 mL
dispensado en una bateria de tubos de ensayo. El primero de los tubos se prepara con la
concentracion mas alta de antimicrobiano que se desee estudiar, y a partir de ¢l se
preparan diluciones seriadas (Jorgensen y Ferraro, 2009). Posteriormente se inoculan los
tubos con una suspension estandar del microorganismo y se procede a su incubacion.
Ademas, se prepara un tubo sin antimicrobiano utilizado como control (SEIMC, 2000).
Transcurrido el tiempo necesario, los tubos se examinan por visualizacion para
determinar el crecimiento microbiano que se evidencia por turbidez (figura 7) (Jenkins y

Schuetz, 2012).

Esta técnica ofrece resultados cuantitativos en forma de CMI. La metodologia que emplea
esta técnica es tediosa por la gran cantidad de material y espacio que se necesita para cada
prueba, por la cantidad de manipulaciones que requiere y por la posibilidad de errores que
de ello pueden derivarse (SEIMC, 2000; Winn y Koneman, 2006; Jorgensen y Ferraro,
2009).
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Figura 7. Ejemplo del método de macrodilucion.

b) Meétodo de microdilucion

La utilizacidon de micropipetas y placas de microtitulacion ha permitido la miniaturizacion

y mecanizacion del método de macrodilucion (SEIMC, 2000; Jorgensen y Ferraro, 2009).

Las placas de microtitulacion presentan, habitualmente, 96 pocillos en forma de “U” cada
uno de los cuales alberga un volumen de 0,1 mL. Este método se desarrolla de la misma
manera que el de macrodilucion, pero en este caso, cada pocillo representara un tubo de
ensayo (figura 8). Las placas de microtitulacion se preparan utilizando pipetas multicanal
que alicuotan volimenes muy precisos de forma rapida. Este método también permite
obtener resultados en forma de CMI. Dicho valor se interpreta mediante la inspeccion a
simple vista del crecimiento de microorganismos en cada pocillo o mediante métodos
automatizados. El uso de dichos sistemas automadticos para la lectura de los resultados

supone un incremento en el coste econdomico (SEIMC, 2000; Winn et al., 2006).
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Figura 8. Placas de microtitulacion empleadas en el método de microdilucion (Imagen tomada de
Jorgensen y Ferraro, 2009).

2.2.2 Dilucion en agar

El método de dilucién en agar incorpora el antimicrobiano objeto de estudio a un medio
con agar cuando alin estd fundido. El medio de cultivo més adecuado es agar MH

(SEIMC, 2000; Jorgensen y Ferraro, 2009).

La metodologia de esta técnica precisa de la preparacion de una bateria de placas con una
determinada concentracion de antibidtico en cada una. Una vez solidificado el medio en
las placas se inoculan con ayuda de un replicador, que permite la administracion de hasta
36 muestras (microorganismos). Se dejan incubar y transcurrido el tiempo necesario se
procede a la lectura de las mismas. Este método permite obtener resultados cuantitativos

en forma de CMI (SEIMC, 2000; Winn ef al., 2006).

La diluciéon en agar es un método bien estandarizado y reproducible, que permite la
evaluacion de un gran nimero de muestras. Sin embargo, la metodologia de esta técnica
es laboriosa y necesita mucho tiempo para la preparacion de las placas, sobre todo cuando
se desea estudiar un nimero limitado de microorganismos y/o testar muchos compuestos.
Por estas razones, el método de dilucion en agar para el estudio de la sensibilidad a
antimicrobianos no suele usarse con frecuencia en los laboratorios de microbiologia

(Jorgensen y Ferraro, 2009).

2.3 Métodos automaticos

El desarrollo tecnoldgico junto con ligeras modificaciones en las metodologias
disponibles han permitido el disefio de sistemas automadticos para el estudio de la

sensibilidad a antimicrobianos (Martinez-Martinez, 2003).
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La mayoria de los métodos automatizados utilizan la técnica de microdilucion y permiten
obtener resultados en menor tiempo que con métodos manuales (March Rossell6 y Bratos
Pérez, 2016). Ademas, para la interpretacion de los resultados obtenidos con estas
técnicas se siguen las normas de antibiograma marcadas por los diferentes Comités
(EUCAST (EUCAST, 2015), CLSI (CLSI, 2016)). Entre las limitaciones de estos
métodos destacan la complejidad del procesado preanalitico, la variabilidad analitica, el
espectro limitado de microorganismos a estudio y, sobre todo, el coste econdmico (van

Belkum y Dunne, 2013).

Los principales métodos automaticos comerciales disponibles son: MicroScan Walkaway
(Siemens Healthcare Diagnostics), Vitek (bioMérieux), Phoenix (BD Diagnostics) y
Sensititre ARIS (Trek Diagnostic Systems) (figura 9). Los tres primeros permiten la
obtencion de resultados entre 3,5 y 16 horas, mientras Sensititre ARIS necesita
incubaciones de hasta 24 horas (Winn et al., 2006; Jorgensen y Ferraro, 2009). A

continuacion se exponen brevemente cada uno de ellos.

MicroScan Walkaway (Siemens Healthcare Diagnostics): Este método requiere de la
preparacion manual de placas de microdilucién que una vez inoculadas se colocan en el
aparato donde son incubadas el tiempo necesario. Esta técnica realiza exdmenes
periodicos para la determinacion del crecimiento de los microorganismos mediante un
fluorometro o fotometro y permite el analisis de ente 40 y 96 muestras en un tiempo que
oscila entre 3,5 y 18 horas dependiendo del microorganismo en estudio (Jorgensen y

Ferraro, 2009).

Vitek (bioMérieux): Existen dos sistemas Vitek, Vitek 1 mas antiguo y que permite el
analisis de menor nimero de muestras y Vitek 2, altamente automatizado que permite la
realizacion de hasta 240 andlisis. Estos métodos monitorizan el crecimiento
antimicrobiano mediante andlisis turbidimétricos repetitivos. Los resultados se obtienen

entre 4 y 10 horas (Jorgensen y Ferraro, 2009).

Phoenix (BD Diagnostics): Al igual que en el caso anterior requiere de la preparacion
manual de las muestras. El incubador de este aparato permite el analisis de 99 paneles de
estudio. Este método también realiza una inspeccion perioddica, cada 20 minutos usando
métodos turbidimétricos y colorimétricos para la deteccion del crecimiento microbiano.
Ademads, permite la generacion de resultados entre 6 y 16 horas (Jorgensen y Ferraro,

2009).
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Sensititre ARIS (Trek Diagnostic Systems): Este método permite la inoculacién de las
placas mediante un autoinoculador. Determina el crecimiento de los microorganismos
mediante fluorescencia después de incubaciones de hasta 24 horas. Ademas, esta técnica
permite el andlisis de hasta 64 paneles cada uno de los cuales consiste en placas de

microdilucion de 96 pocillos (Jorgensen y Ferraro, 2009).

Existen otros métodos y variantes de los mismos que son menos utilizados por lo que no

se detallan en esta memoria.

Figura 9. Principales métodos automaticos comerciales. a) MicroScan Walkaway. b) Vitek
(bioMérieux). c) Phoenix (BD Diagnostics). d) Sensititre ARIS (Trek Diagnostic Systems)
(Imagenes tomadas de http://www.slideshare.net/MicrobeswithMorgan/susceptibility-testing-
review y de http://www.trekds.com/products/sensititre/c_aris2x.asp).

2.4 Métodos moleculares

El uso de métodos moleculares para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana se orienta
principalmente al estudio de mecanismos de resistencia. Estas técnicas no fenotipicas
permiten la deteccion de material genético, tanto de 4cido desoxirribonucleico (ADN)
como de 4cido ribonucleico (ARN) (Martinez-Martinez, 2003; March Rossellé y Bratos
Pérez, 2016; March-Rossello, 2017).

De entre los diversos métodos moleculares disponibles el que mayor valor diagndstico

presenta es el de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (March-Rossello, 2017).
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2.4.1 PCR

La técnica de la PCR, tanto convencional como a tiempo real, se basa en la amplificacion

de secuencias especificas de acidos nucleicos.

La metodologia consiste en la sintesis de una hebra complementaria de ADN, utilizando
una cadena simple como molde, mediante la sucesion de ciclos de distinta temperatura.
En la PCR se utilizan dos cebadores (iniciadores o “primers”) u oligonucleotidos
sintéticos pequefios (15-30 bases de longitud), de polaridad opuesta y complementarios a
los extremos 3" de la regiéon que se quiere amplificar. El proceso basico se desarrolla en
tres pasos: desnaturalizacion o separacion de las hebras de ADN; apareamiento o unién
de los cebadores a sus hebras complementarias; y extension de la hebra complementaria a
partir del cebador respectivo. La repeticion de este ciclo un determinado ntimero de veces
produce un aumento exponencial de la cantidad de la region diana a amplificar. Este
proceso ciclico se lleva a cabo en un termociclador, y el ADN asi obtenido se carga
posteriormente en un gel de agarosa y se pude visualizar por tinciébn con bromuro de

etidio.

Inicialmente, la PCR se utilizd para la identificacion genética y cuantificacion de
microorganismos. Sin embargo, el avance en el conocimiento de las bases genéticas de
resistencia a antimicrobianos ha permitido su uso para la deteccion de genes de

resistencia en un gran nimero de microorganismos (Pulido ef al., 2013).

Por su parte, la PCR a tiempo real permite realizar estudios cuantitativos en periodos
cortos de incubacion. Esta PCR también permite la monitorizacion de las copias del
genoma de un microorganismo en una muestra que se ha incubado en presencia del
antimicrobiano a estudio (Pulido et al., 2013). De este modo, se pueden diferenciar cepas
sensibles y resistentes. Estas cualidades hacen que esta técnica pueda ser utilizada para el
estudio de la sensibilidad a antimicrobianos en bacterias intracelulares y de dificil cultivo
0 que precisan lineas celulares para el mismo. Asi, Rolain y cols., consiguen asignar
niveles de inhibicién en la sintesis de ADN en presencia de varios antibioticos evaluando
la sensibilidad a antimicrobianos de diferentes especies de Rickettsia (Rolain et al., 2002).
Para ello, utilizan un control negativo compuesto por células no infectadas con antibiotico
en el medio de cultivo y un control positivo que consta de células infectadas sin

antibidtico. Determinan la CMI como la concentracién mas baja de antibidtico que causa
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la inhibicion del crecimiento bacteriano mediante la determinacion del numero de copias

de ADN que fueron similares al tiempo cero.

La mayor limitacion de esta técnica radica en que no siempre la presencia de genes de
resistencia se correlaciona con resistencia fenotipica (Pulido et al., 2013). Ademas, las
técnicas de PCR se pueden utilizar conjuntamente con otros métodos moleculares, como
la restriccion enzimatica, la hibridacion con sondas especificas o la secuenciacion de los

acidos nucleicos.
2.4.2 Secuenciacion del genoma completo

La secuenciacion del genoma completo permite la identificacion de genes asociados al
desarrollo de resistencias y mutaciones asociadas a las mismas. Gracias a los avances en
la secuenciacion del material nucleico, estas técnicas se van incorporando en los
laboratorios de microbiologia clinica lo que puede permitir realizar un “antibiograma
rapido”. Este proceso requiere de programas bioinforméticos que permiten el analisis y
procesamiento de los datos, mostrando buena correlacion con la sensibilidad que se logra

con métodos fenotipicos (March Rossello y Bratos Pérez, 2016; March-Rosselld, 2017).

Sin embargo, y a pesar de que los costes van disminuyendo, siguen siendo técnicas muy
costosas, por lo que la secuenciacion del genoma completo no se ha incorporado a la

rutina para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos (Torok y Peacock, 2012).
2.4.3 Microarrays

Los sistemas de microarrays se basan en la identificacion de secuencias especificas de
acidos nucleicos mediante el uso de oligonucle6tidos complementarios. De este modo, los
microarrays permiten determinar la secuencia nucleotidica de una muestra, estudiar la
expresion génica o determinar variaciones en una secuencia de genes (Pulido ef al.,

2013).

La metodologia de esta técnica consiste en la utilizacion de una superficie solida (vidrio,
plastico o silicona) a la cual se une una coleccion de moléculas de acido nucleico, a las
que se denomina sondas, y que suelen ir marcadas mediante fluorocromos, métodos
enzimaticos, etc. (March Rosselld y Bratos Pérez, 2016; March-Rossello, 2017). Junto a
estas sondas se incuba el material nucleico de la muestra a estudio permitiendo, asi, medir
el nivel de hibridacion entre la sonda y la muestra diana. De este modo, el uso de
microarrays permite la deteccion, en un solo ensayo, de un gran niumero de genes de

resistencia con un alto nivel de sensibilidad y especificidad (Pulido et al., 2013).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705

Introduccién

Es importante destacar que todos los métodos moleculares utilizados para la
identificacion de genes de resistencia, tienen la posibilidad de detectar mecanismos de

resistencia no caracterizados lo que supone una limitacion al estudio (Pulido et al., 2013).

Por otro lado, ademés de los métodos ya descritos, existe una amplia variedad de técnicas
comerciales basadas en propiedades moleculares para la deteccion de genes resistencia de
manera rapida y con sensibilidades y especificidades muy altas. Algunos de estos
sistemas son: Verigene BC-GP Blood Culture Nucleic Acid Test (Nanosphere),
FilmArray Blood Culture Identification Panel (BioFire Diagnostics), Staph ID/R Blood
Culture Panel (Great Basin Diagnostics), GEneXpert MRSA/SA (Cepheid), GeneOhm
Staph SR (Becton Dickinson) o el sistema Hypex BloodScreen PCR ELISA (Amplex
Biosystems) (March Rossell6 y Bratos Pérez, 2016; March-Rossello, 2017).

2.5 Métodos de lisis bacteriana

La determinacion de la sensibilidad a antimicrobianos mediante métodos de lisis
bacteriana consiste en la incubacion de un microorganismo con una concentracion
determinada de antimicrobiano y su posterior inmovilizaciéon en un microgel de agarosa.
Este preparado se sumerge en una solucion de lisis que daré lugar a la liberacion de ADN
del microorganismo y a continuacion se procede a una nueva incubacion en presencia de
un fluorocromo SYBR® Gold. La observacién al microscopio de este preparado permite
la visualizacion de la integridad del material genético (figura 10) (Pulido et al., 2013;

March Rossello y Bratos Pérez, 2016).

Figura 10. Imagen al microscopio de un preparado por el método de lisis bacteriana. a) Ejemplo
de cepa resistente tras incubacion con antimicrobiano. b) Ejemplo de cepa sensible tras
incubacion con antimicrobiano (Imagenes tomadas de Pulido et al., 2013).
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Para llevar a cabo estos métodos se necesita poco menos de dos horas y han mostrado
buena correlacion con los resultados obtenidos por técnicas de microdilucion y de E-test.
Ademas, los métodos basados en la lisis bacteriana, dado que permiten la visualizacion
después de la incubacion con diferentes concentraciones antimicrobianas, podrian
proporcionar valores aproximados de CMI. Estos métodos, que son validos para cultivos
puros, todavia requieren de mas estudios para su aplicacion en muestras clinicas (Pulido

etal., 2013).

2.6 Microfluidos

El desarrollo de la nanotecnologia mediante la creacion de chips o plataformas que
utilizan volumenes muy pequenos de reactivos y de muestras (picolitros) ha permitido la
miniaturizacion de ciertas técnicas (Pulido ef al., 2013). Asi, en funcién del dispositivo de
microfluidos que se utilice para la determinacion de resistencias bacterianas o de
susceptibilidad a antimicrobianos, los métodos empleados para su deteccion pueden
basarse técnicas bioquimicas, electroquimicas, magnéticas u Opticas, entre otras (por
ejemplo, sensores de pH de microfluidos que detectan los cambios de pH que tienen lugar
por la acumulacion de productos metabdlicos en cultivos bacterianos en presencia de
antimicrobiano (Tang et al., 2013)). Estas técnicas tienen la ventaja de poder ser
automatizadas, proporcionar resultados rapidos y, dado su reducido tamafio, incorporarse
en dispositivos portatiles. Ademas, sus resultados se correlacionan bien con métodos

fenotipicos (Pulido et al., 2013).

2.7 Nefelometria

La nefelometria es una técnica basada en la dispersion de luz para la realizacion de
antibiogramas. Entre los métodos que utilizan esta técnica se encuentra el sistema
UroQuick (Alifax) o HB&L (Alifax). Este sistema detecta la desviacion de la luz de una
muestra de orina, que mediante el analisis de un software, determina la concentracion
microbiana mediante curvas de crecimiento permitiendo la deteccion fenotipica de
resistencias (March Rosselld6 y Bratos Pérez, 2016; March-Rossello, 2017). La
preparacion manual de alicuotas de orina positivas con el antimicriobiano permite
determinar la sensibilidad del microorganismo con buena concordancia respecto a los
métodos de difusion (Roveta et al., 2006). Ademas, la complementacion de este método
con el sistema VITEK2 permite la realizacion de un antibiograma directo (Ilki et al.,

2010).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=March%20Rossell%C3%B3%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25559705

Introduccion

2.8 Métodos colorimétricos

Los métodos basados en técnicas colorimétricas se basan en la capacidad redox de
determinados indicadores, que presentan diferentes colores segun se encuentren en su

forma reducida u oxidada.

Uno de los métodos mas utilizados y conocidos es el que utiliza el compuesto resazurina.
La resazurina es un indicador de color azul (no flourescente) cuando esta en estado
oxidado y cambia a un compuesto rojo (fluorescente), denominado resorufina, cuando se
encuentra en un ambiente reductor. Este compuesto se afiade al medio de cultivo con el
microorganismo a estudio y que contiene el antimicrobiano a testar. Asi, cuando un
microorganismo es sensible a un antimicrobiano, éste inhibe su metabolismo y la
resazurina permanece inalterable en su forma azul. Sin embargo, cuando el
microorganismo es resistente al antimicrobiano a estudio, la capacidad metabdlica del
microorganismo origina sustancias reductoras que provocan el cambio de color del
indicador al rojo. Se trata, por lo tanto, de un método que permite determinar la
sensibilidad antimicrobiana visualmente. Este método colorimétrico es sencillo y barato,
ya que no requiere un equipamiento especial y permite la obtencién de resultados de
manera rapida (entre 2 y 24 horas) (March-Rossell6 et al., 2015; March Rossello y Bratos
Pérez, 2016).

Otro método colorimétrico utilizado es el ensayo de la nitrato reductasa. Este método se
basa en medir la actividad de enzima nitrato reductasa de los microorganismos. Del
mismo modo que antes, si el microorganismo es resistente al antimicrobiano a estudio,
cuando en el medio se afiaden iones nitrato (NOj3') se reducen a iones nitrito (NO;'), que
dan lugar a un indicador de color rojo mediante el test de Griess (March Rossell6 y Bratos

Pérez, 2016).

2.9 Quimioluminiscencia

La quimioluminiscencia es el fendmeno mediante el cual, en una reaccion quimica, tiene
lugar una especie electronicamente excitada que emite radiacion al volver a su estado
fundamental. La energia emitida no s6lo se produce en forma de calor o de energia

quimica, sino que puede emitirse en forma de luz.

La quimioluminiscencia ha demostrado ser un método sensible en estudios de viabilidad

celular y de microorganismos, lo que ha permitido su aplicacién en la determinacion de la
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sensibilidad a antimicrobianos. Para ello, es necesario la adiciéon de menadiona, un
compuesto luminiscente, a un cultivo microbiano, la cual penetra en el interior de los
microorganismos donde se reduce y genera diversos compuestos al medio que, al
autooxidarse, provocan la emision de luz. Esta capacidad permite que se pueda llevar a
cabo una comparacion de la sefial quimioluminiscente de microorganismos incubados con
el antimicrobiano a estudio frente a microorganismos incubados sin antimicrobiano, a
distintos tiempos. Asi, si el microorganismo es sensible al antimicrobiano, la sefial
detectada serd menor que aquella que se obtenga en el cultivo sin antimicrobiano

(Manome et al., 2003; March Rossello y Bratos Pérez, 2016).

El uso de esta técnica para estudios de sensibilidad con determinados microorganismos ha
permitido la obtencion de resultados en poco tiempo y con una concordancia de la CMI
de entre el 88 y 100% con otras técnicas (Manome et al., 2003; March Rosselld y Bratos
Pérez, 2016).

La bioluminiscencia (un tipo de quimioluminiscencia en el que se genera luz a partir de
una reaccion quimica que tiene lugar en organismos vivos) también se ha utilizado en el
estudio de la sensibilidad a antimicrobianos. Este proceso se basa en la oxidacion de una
sustancia luminiscente, luciferina, en presencia de adenosin trifosfato (ATP) por accion
de la enzima luciferasa. Dado que la cantidad de luz emitida es directamente proporcional
a la cantidad de ATP presente en la reaccion, la medida de los niveles de ATP permite
determinar la sensibilidad. La determinacion de la CMI se realiza mediante la
comparacion de la sefial de ATP obtenida de un cultivo con antimicrobiano frente a la
sefial que se obtiene del cultivo sin el farmaco a diferentes tiempos (Wheat et al., 1989;
March Rosselld y Bratos Pérez, 2016). Ademas, las caracteristicas de esta técnica han
permitido el estudio de la sensibilidad a determinados antimicrobianos directamente sobre

muestras de orina (Ivanic et al., 2008).

Los resultados que se obtienen mediante el uso de bioluminiscencia también muestran
buena correlacion con los obtenidos mediante otros métodos (Ivanic et al., 2008; March

Rossell6 y Bratos Pérez, 2016).

2.10 Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica de analisis multiparamétrico celular que consiste en
hacer pasar una suspension de células (o particulas microscopicas) alineadas, a gran

velocidad (hasta miles de células/segundo), por delante de un haz de laser focalizado
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(March Rossello y Bratos Pérez, 2016). El impacto de cada célula con el haz de laser
produce senales recogidas por detectores de manera que permite medir simultineamente
multiples caracteristicas fisicas y quimicas de las células. Estas caracteristicas permiten,

por tanto, utilizar esta técnica para el recuento y clasificacion de células, entre otros.

Para el analisis a nivel molecular (analisis de proteinas extracelulares, secuencias de ADN
y ARN, etc) se requiere del uso de citometria de flujo fluorescente. Esta técnica se ha
utilizado para estudios de sensibilidad a antimicrobianos desde hace mas de 30 afios
(Martinez et al., 1982). El uso de distintos flurocromos ha permitido llevar a cabo estos
analisis en bacterias y en hongos, ya que solo se tifien aquellos microorganismos cuyas
células presentan alteraciones en la membrana (Ramani y Chaturvedi, 2000; Pina-Vaz et
al., 2005). La citometria de flujo fluorescente aplicada al estudio de la sensibilidad a
antimicrobianos permite la determinacion de CMI y diferenciar entre cepas sensibles,
intermedias o resistentes. Ademas, la obtencion de resultados con esta técnica es rapida y
reproducible con buena correlacion con los métodos de referencia (Cohen y Sahar, 1989;

Ramani y Chaturvedi, 2000; Broeren et al., 2013).

2.11 Inmunofluorescencia indirecta

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es una técnica en dos etapas en la que la
formacion de un determinado complejo es observable al microscopio de fluorescencia.
Para ello, se pone en contacto un sustrato conocido (células que contienen un
microorganismo) con un suero del que se sospecha la presencia de anticuerpos
especificos. En caso de que el suero presente dichos anticuerpos (reaccion positiva) se
formara un complejo antigeno-anticuerpo no visible. Para conseguir su visualizacion al
microscopio es necesario un segundo paso que comprende la adicion de una anti-

inmunoglobulina marcada, que reaccionara con el anticuerpo del complejo anterior.

Esta metodologia, no habitual para la realizacion de estudios de sensibilidad a
antimicrobianos, se ha utilizado con dicho fin en bacterias para las cuales no se dispone
de técnicas estandarizadas. Asi, mediante IFI se ha logrado observar Ila
inhibicién/disminucién de bacterias en presencia de diferentes concentraciones de

antimicrobiano y determinar asi la CMI (Ives et al., 2000).
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2.12 Espectrometria de masas (MALDI-TOF)

La espectrometria de masas MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption/ionization,
time-of-flight) es una tecnologia de alta resolucion basada en la comparacion de “huellas
dactilares” proteicas con una base de datos de espectros de referencia. Aunque en los
ultimos diez afos ha tenido lugar un gran auge de esta herramienta para la identificacion
rutinaria de microorganismos patdgenos, su aplicacion para identificacion de bacterias se

conoce desde hace mas de 30 afios (Anhalt y Fenselau, 1975).

Para llevar a cabo la identificacion de microorganismos mediante MALDI-TOF es
necesario mezclar colonias de microorganismos con una disoluciébn matriz que co-
cristaliza cuando el solvente se evapora. Esta mezcla es irradiada mediante un laser en
alto vacio, de tal manera que, al absorber la luz laser se produce la sublimacion de los
componentes. Asi, la absorcion de energia, por parte de la matriz, se convierte en energia
de excitacion y en transferencia de protones a la muestra (ionizacién), que en parte son
captados por las proteinas de los microorganismos, generandose fragmentos de proteinas
cargados positivamente. De este modo, los iones se guian mediante un campo eléctrico
hasta un analizador de masas de acuerdo a su carga de masa (m/z), lo que permitira la
determinacion de la masa molecular de cada ion. Ya en el detector, dado que
normalmente mediante esta técnica la carga (z) es igual a uno, se generara un espectro de
masas representando la intensidad frente a la masa de los iones. Este espectro, conocido
también como “huella peptidica”, es Unico para cada microorganismo y sera el que se
compare con una base de datos para lograr la identificacion del microorganismo (Demirev
et al., 1999; Croxatto et al., 2012; Clark et al., 2013; Ng et al., 2014; March Rossell6 y
Bratos Pérez, 2016). En la figura 11 se muestra un espectrometro de masas y un ejemplo

de un espectro obtenido mediante esta técnica.
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Figura 11. a) Espectometro de masas (Imagen tomada de https://www.bruker.com). b) Espectro
de masas.

A pesar de que la aplicacion de la espectrometria de masas MALDI-TOF para
identificacion de microorganismos esta asentada, su uso para el estudio de la sensibilidad
de microorganismos a diferentes antimicrobianos es muy reciente y supone una de sus
principales limitaciones (Mufioz Bellido ef al., 2015). Su aplicacion en este sentido
permite obtener informacion respecto a determinados grupos de antimicrobianos, pero no
de perfiles globales de sensibilidad. La técnica de MALDI-TOF permite realizar estudios
de resistencia a antimicrobianos debidas a la hidrdlisis o degradacion enzimética de
antimicrobianos, sin embargo, dado que muchas veces los mecanismos de resistencia
estan ligados a mecanismos no hidroliticos, esta técnica permite llevar a cabo estudios de
resistencia pero nunca de sensibilidad (Zboromyrska et al., 2014; Mufioz Bellido et al.,
2015). Asi, la técnica de MALDI-TOF cuenta como principal limitacion para estudios de
sensibilidad a antimicrobianos la posibilidad de que un antimicrobiano cuente con un
mecanismo de resistencia diferente al de la actividad enzimatica, como bombas de
expulsion o pérdida de porinas. Para predecir si las bacterias contienen enzimas
encargadas de la degradacion de antimicrobianos con la metodologia de MALDI-TOF se
requiere de la incubacién previa del microorganismo aislado con el compuesto
antimicrobiano durante un determinado tiempo, y posterior andlisis mediante
espectrometria de masas. El espectro permite observar, en el caso de que el
microorganismo presente la enzima, la desaparicion del pico correspondiente al
antimicrobiano y la generacion de picos resultantes de su rotura. Si el microorganismo no
hidroliza el fArmaco, entonces solo se observara el pico correspondiente al antimicrobiano

(March Rossell6 y Bratos Pérez, 2016). El uso de esta técnica ha permitido detectar
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carbapenemasas, diferenciar cepas de enterococos y Staphylococcus aureus sensibles y
resistentes a vancomicina y meticilina, respectivamente, entre otros (Du et al., 2000;

Jackson et al., 2005; Hrabak et al., 2011; Griffin et al., 2012).

En contraposicion a las limitaciones con las que cuenta esta metodologia, la
espectrometria de masas MALDI-TOF también presenta numerosas ventajas. Tiene bajo
coste por muestra (una vez hecha la inversion inicial del aparato) y es rapida
(Zboromyrska et al., 2014). Debido a las limitaciones que presenta esta técnica para el
estudio de la sensibilidad a antimicrobianos, basada en la hidrdlisis de los
antimicrobianos, se han desarrollado nuevas estrategias, aun en desarrollo, para llevar a
cabo estos estudios con independencia de los mecanismos de resistencia y los
antimicrobianos implicados (Mufioz Bellido y Gonzalez Buitrago, 2015). Una de estas
estrategias se basa en que la técnica de MALDI-TOF permite realizar estudios con
antimicrobianos marcados isotopicamente, de manera que el aparato podra detectar el
isotopo en aquellos microorganismos que, por ser resistentes al compuesto, hayan
incorporado el isétopo (Demirev et al., 2013). Al hilo de ello, esta el método MS-RESIST,
en el que se incorporan aminoacidos marcados al medio donde se incuba el
microorganismo con el antimicrobiano, de manera que, dado que los microorganismos
resistentes se multiplicardn mas activamente, incorporardn mayores cantidades del
aminoacido marcado, generando espectros diferentes a los que producirian los
microorganismos sensibles. Por otro lado, el uso de la espectrometria de masas MALDI-
TOF cuantitativa también permite llevar a cabo estos estudios, mediante la cuantificacion
de picos en presencia y ausencia del antimicrobiano (Sparbier et al., 2013; Lange et al.,

2014; Muiioz Bellido y Gonzalez Buitrago, 2015).

En la tabla 1 se muestran de forma resumida las caracteristicas de los principales métodos

utilizados para el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos descritos en este apartado.
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Tabla 1. Resumen de los principales métodos de sensibilidad a antimicrobianos (Modificada de

van Belkum y Dunne, 2013).

Método para el estudio de Descripcion Manual (M)/
sensibilidad a antimicrobianos Automatico
A)
Métodos de difusion
Método del antibiograma Medicion diametro de la zona de inhibicion del crecimiento M/A
alrededor de un disco con concentracion determinada de
antimicrobiano
E-test Medicién de la zona de inhibicion del crecimiento alrededor M/A
de tira de plastico que contiene concentraciones crecientes de
antimicrobiano
Métodos de dilucion
Dilucién en caldo Inhibicion del crecimiento en medio liquido con M/A
o, antimicrobiano
Dilucién en agar
Inhibicién del crecimiento en medio sélido con M
antimicrobiano
Métodos automaticos (MicroScan, | Empleo de métodos de microdilucion basados en mediciones A
Vitek, Phoenix y Sensititre ARIS) fluorimétricas y turbidimétricas
Métodos moleculares
PCR Amplificacion de secuencias especificas de acidos nucleicos M/A
PCR tiempo real Asignacion de niveles de inhibicion de sintesis de ADN en M/A
presencia de antimicrobiano
Secuenciacion genoma completo | Secuenciacion de todo el ADN y ARN celular A
Microarrays Identificacion de secuencias especificas de acidos nucleicos A
mediante el uso sondas marcadas
Métodos de lisis bacteriana Deteccion de fluorescencia al microscopio de la integridad M
del material genético
Microfluidos Deteccion electroquimica, magnética u optica del crecimiento M/A
de microorganismos en presencia de antimicrobiano
Nefelometria Deteccion de la desviacion de la luz de un cultivo con M/A
antimicrobiano
Métodos colorimétricos Deteccion optica de cambios de color de indicadores en M/A
funcion del metabolismo de microorganismos
Quimioluminiscencia Deteccion de la emision de luz tras reduccion por parte de los M/A
microorganismos de la sustancia luminiscente
Bioluminiscencia Medida de los niveles de ATP de un cultivo tras oxidacion de M/A
sustancia luminiscente en presencia de ATP
Citometria de flujo Deteccion de sefiales fluorescentes en microorganismos con M/A
alteraciones en la membrana
Inmunofluorescencia indirecta Ausencia o disminucion de fluorescencia en muestras en M
presencia de antimicrobiano
MALDI-TOF Deteccion de productos de degradacion del antimicrobiano A




Introduccién

3. Resonancia magnética nuclear

El avance cientifico y tecnologico que ha tenido lugar en los ultimos afios ha permitido
desarrollar nuevas técnicas que facilitan y mejoran el estudio microbioldgico. En este
apartado se describen los fundamentos de la técnica de espectroscopia de RMN vy sus

aplicaciones en el campo de la microbiologia clinica.

3.1 Introduccion

El origen de la técnica espectroscopica de la RMN se remonta a 1946 cuando Felix Bloch
y Edward M. Purcell observaron por primera vez sefiales debidas a la RMN. Desde
entonces, se ha convertido en una herramienta poderosa e interdisciplinaria, indispensable
para quimicos, fisicos, bioquimicos y mas recientemente para la practica médica, lo que
se ha confirmado por la concesion de varios Premios Nobel en los campos de la Fisica, la
Quimica y la Medicina (Friebolin, 2005; Jaconsen, 2007; Lindon et al., 2007; Powers,
2009).

A pesar de que la aplicacion mas extendida de la RMN es la determinacion estructural de
moléculas, por medio del andlisis e interpretacion de los espectros obtenidos de las
muestras, también, y desde hace afos, el andlisis de mezclas ha constituido una aplicacion
importante de la espectroscopia de RMN. Ademas, el auge reciente en el campo del

analisis de mezclas metabolicas ha hecho que la RMN tenga un gran impacto en esta area.

Comparada con otras técnicas analiticas, la espectroscopia de RMN tiene unas
caracteristicas especiales que la hacen adecuada para el analisis de mezclas. Por
naturaleza, se trata de una técnica cuantitativa, altamente reproducible y robusta, y
requiere una simple preparacion de la muestra. Ademas, las muestras pueden ser
estudiadas a menudo en su estado natural, sin necesidad de tratamiento previo. Es por ello
que la metabolomica y la metabondmica se estdn convirtiendo en una poderosa fuerza
impulsora de desarrollo técnico en el &mbito de la RMN. De esta manera, la posibilidad
de analizar mezclas directamente mediante métodos basados en RMN, junto con la
introduccion de métodos poderosos y sofisticados de andlisis estadistico y quimiométrico
para estudiar los resultados obtenidos, estan haciendo que la espectroscopia de RMN sea
el método de eleccion para el andlisis de mezclas complejas bioldgicas, resultando de

gran interés en investigacion clinica y médica (Lindon ef al., 2007; Powers, 2009).
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En lo que respecta a la investigacion de sistemas biologicos mediante RMN, se pueden
distinguir tres tipos de aplicaciones (Gadian, 1995). En primer lugar, el estudio de la
estructura y funcion de macromoléculas. En segundo lugar, el estudio de los cambios
metabdlicos en organismos ante estimulos externos, por medio de la identificacion y
cuantificacion de metabolitos (metabolomica/metabonomica). Y por ultimo, la obtencion
de imagenes in vivo con la técnica de tomografia por resonancia magnética de imagen,

utilizada en diagnostico médico.

El uso de la RMN para estudios metabolicos ya fue descrito en 1977, cuando se
observaron sefales de proton de una serie de compuestos (como lactato, piruvato,
creatinina y alanina) en una suspension de célula sanguineas (Brown et al., 1977). Desde
entonces, se han llevado a cabo, con éxito, analisis por RMN de fluidos biologicos,
tejidos y extractos celulares, para la investigacion de enfermedades y procesos
toxicologicos (Nicholson ef al., 2002; Lindon et al., 2003). Para el auge de este tipo de
estudios ha sido importante no solo el aumento de la intensidad de los campos
magnéticos, sino también el desarrollo de nuevos programas de pulsos y la mejora en el

procesado y analisis de los datos obtenidos.

3.2 Fundamentos de la RMN

El fenémeno de la RMN solo puede describirse rigurosamente y comprenderse en su
totalidad a través de la mecanica cudntica; asi un entendimiento completo de la técnica
requeriria el conocimiento exhaustivo de las propiedades del momento angular en el
ambito de la mecénica cudntica, junto con conocimientos de termodindmica estadistica
necesarios para describir los procesos fluctuantes en estado liquido. Sin embargo, dado
que la teoria y fundamentos de la RMN han sido plenamente desarrollados a lo largo de
los ultimos afios (Ernst et al., 1990; Goldman, 1991) y su descripcion detallada se aleja
del objetivo de este trabajo, a continuacion se describen algunos aspectos de la técnica,
que pueden ayudar a la comprension del equipamiento y metodologias utilizados en las

investigaciones metabolicas.

El fundamento de la técnica de RMN consiste en aprovechar las propiedades magnéticas
de los nucleos atomicos, que vienen definidas por su momento angular (P) y su momento
magnético asociado (p). Ambos momentos son magnitudes vectoriales y estan
relacionados entre si por una constante, denominada constante giromagnética (y), que es

caracteristica de cada tipo de nucleo atémico (u=y P). De acuerdo con la mecanica
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cuantica, ambos momentos estan cuantizados y su valor depende de un nimero cuantico
conocido como espin. No todos los nucleos son validos para obtener sefiales de RMN,
s6lo aquéllos cuyo espin es mayor que cero. Por otra parte, cuanto mayor sea la constante
v, mas sensible serd el nicleo activo en RMN. Asi, el "H 6 proton es el nicleo mas
utilizado en estudios de RMN por su gran abundancia (100%), nimero de espin 1/2 y alto
valor de y. No obstante, pueden usarse otros nucleos magnéticamente activos de menor
sensibilidad, como ’H (6 D), 13 C, 19F, ISN, 3ip y 23Na, bien sea por su menor abundancia

natural o por su menor Y.

Cifiéndonos al caso del proton, en presencia de un campo magnético externo (By), el
momento magnético de estos nucleos se intenta alinear con By, resultando dos
orientaciones posibles de dicho momento. Al colocar una muestra en el campo magnético
del equipo se produce una alineacién y reacomodamiento de los espins en estos dos
estados y un peque o e ceso de ellos se ubicard en el estado de energia mas bajo,
alineado con el campo. Esto genera una magnetizacion neta Mz. A cada una de estas
orientaciones le corresponde un nivel de energia diferente. Es decir, en presencia de un
By, los nucleos pueden disponerse en dos nuevos estados con distinta energia. A este

fendmeno, desde un punto de vista vectorial, se le conoce también como magnetizacion.

Para poder obtener una sefial de RMN, se irradia la muestra con un pulso de
radiofrecuencia perpendicular a By, lo que provoca que se alcance la situacion de
resonancia, en la que los nucleos giran con una frecuencia de resonancia (vy), propia de
cada ntcleo atomico y denominada frecuencia de Larmor. Por esta razén, los
espectrometros de RMN se denominan por la frecuencia de resonancia del 'H en lugar del
campo magnético (por ejemplo, a un campo de 14,1 Teslas, el 'H resuena a 600 MHz).
Con este pulso de radiofrecuencia se consigue apartar del equilibrio la magnetizacion
neta. Una vez finalizado el pulso, los nucleos excitados vuelven al estado de equilibrio
inicial emitiendo una sefal de radiofrecuencia, que va decayendo con el tiempo,
fendémeno conocido como relajacion. La relajacion de cada protoén de la molécula va a
depender del entorno, es decir, de los otros nucleos que tiene alrededor, lo que va a poder
dar una importante informacion estructural. Esta sefial es la FID (decaimiento libremente
inducido), que llega al receptor y por medio de una operaciéon matematica conocida como
Transformada de Fourier, proporciona un espectro formado por lineas que definen
frecuencias y amplitudes (figura 12). Las amplitudes se forman con las contribuciones de

todos los nucleos de la muestra, por lo que esta cualidad permite realizar determinaciones
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cuantitativas. Una linea del espectro de RMN que se obtiene a una determinada
frecuencia (o desplazamiento quimico), corresponde a un nucleo atomico con un
determinado entorno quimico, lo que permite obtener informacion estructural acerca de la

molécula a la que pertenece.

Figura 12. Ejemplo de un espectro de RMN (FID: decaimiento libremente inducido; FT:
Transformada de Fourier).

3.2.1 Equipamiento

De forma general, el espectrometro de RMN consta de varios componentes integrados,
capaces de realizar todos los procesos necesarios para obtener un espectro de RMN a
partir de una muestra: iman, sonda, consola y ordenador. Debido a la especial naturaleza
de los estudios metabodlicos (amplio rango de metabolitos para analizar, gran cantidad de
muestras disponibles) se requiere un alto grado de automatizacién en los procesos de
preparacion de la muestra, realizacion del analisis y procesado, y evaluacion de los datos
(que puede incluir trabajar con bases de datos y procesamiento de los mismos). A
continuacion, se describird de forma esquematica y desde un punto de vista metabolico, el

equipamiento de un espectrometro de RMN.

e El iman es la parte fundamental del equipo, puesto que genera el campo magnético
inductor de la magnetizaciéon. En la actualidad se basan en el uso de
superconductores realizados con materiales que s6lo presentan dicha propiedad a

temperaturas cercanas al cero absoluto, por lo que deben estar inmersos en helio
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liquido. Cuanto mas alto sea el campo magnético, mayor sera la frecuencia de
resonancia de los nucleos y se resolveran mejor las sefiales de los distintos
metabolitos. En la actualidad, se han alcanzado campos de hasta 23,5 Teslas (o
1000 MHz de frecuencia para 'H), pero dado su alto coste, la mayoria de estudios
metabolicos citados en la literatura se han llevado a cabo en equipos entre 400 y

600 MHz.

e La sonda es el compartimento donde se coloca la muestra, bien en tubos de cristal
de diversos didmetros o en continuo a través de un capilar (sonda de flujo). La
sonda también posee los sensores para emitir pulsos de radiofrecuencia y recibir
las seflales de RMN de los nucleos. Recientemente, nuevos desarrollos
tecnologicos en la sonda han permitido mejoras en la obtencion de datos de la
muestra, como las sondas criogénicas (que no congelan la muestra) y el RMN de
alta resolucion con rotacion en angulo magico (HRMAS) que permite la RMN en

estado solido.

e La utilizacion de un sistema automatizado para introducir la muestra en la sonda
es un requisito casi indispensable en los estudios de metabondémica, por la gran
cantidad de muestras y los pequenos volumenes disponibles. Para ello se utilizan
diversos cambiadores de muestras. En las sondas de flujo las muestras se colocan

en una placa de muestras.

e La consola electronica contiene el transmisor, que genera los pulsos de
radiofrecuencia, asi como la unidad amplificadora de gradientes, tecnologia
aconsejable para poder llevar a cabo experimentos metabdlicos. También controla
la homogeneidad del campo magnético y detecta la sefial de la FID proveniente de

la muestra, a través del receptor.

e Por ultimo, el ordenador es el encargado de procesar la FID, aplicando la
Transformada de Fourier para proporcionar el espectro con las intensidades y

frecuencias. También lleva a cabo el procesado y evaluacion de los datos.

En la figura 13 se muestra un esquema general de los componentes de un equipo de

RMN.
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Figura 13. Componentes de un equipo de RMN.

3.2.2 Tratamiento de la muestra

La obtencion de espectros de RMN de calidad depende de diversas variables que influyen
en el proceso que va desde la recogida de la muestra hasta la obtencion de los datos
finales. La recogida de la muestra implica muchos pardmetros que pueden afectar a la
calidad de la muestra, como son: el tipo y el medio de la muestra, los contenedores
usados, aditivos (preservantes, estabilizantes) o el tiempo (recogida, transporte,

almacenamiento) (Price et al., 2005).

La espectroscopia de RMN de muestras bioldgicas precisa un pequefio tratamiento previo
en funcion del experimento o programa de pulsos que se ejecute. La preparacion de la
muestra requiere, por lo general, pocos y simples pasos, para evitar la introduccion de

compuestos ajenos a ella. Ademas, se necesita una buena reproducibilidad y robustez en
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el proceso, dado el alto nimero de muestras y la obtencion de sefales débiles y poco

resueltas en algunos casos.

Con cualquiera de los tipos de experimento que se realicen, es preciso obtener una
homogeneidad en los desplazamientos quimicos de todos los espectros realizados. Para
ello, es conveniente adquirir los espectros a un mismo pH, ya que el desplazamiento
quimico es sensible a esta variable. El pH se puede ajustar con una disoluciéon
amortiguadora fosfatada. La presencia de metales en el medio de la muestra, también
puede afectar al desplazamiento quimico. Es por esta razén por lo que se adiciona acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) en algunos casos, que forma quelatos con los metales

presentes, no interfiriendo en las senales de RMN.

Una vez realizados estos ajustes se pueden utilizar dos metodologias diferentes para la

adquisicion del experimento cuando estamos operando con una muestra biolodgica acuosa:

A) Concentracion de la muestra por medio de liofilizacién y posterior reconstitucion
con un disolvente deuterado. Con esta metodologia se pueden realizar
experimentos de RMN sin supresion de disolvente, permitiendo aumentar la
sensibilidad de la técnica y detener la actividad enzimatica. Tiene el riesgo de
introducir contaminantes y, sobre todo, de pérdida de compuestos volatiles, ademas

de emplear mas tiempo en la preparacion de la muestra.

B) Adicion de una pequena cantidad de agua deuterada (D,0O) sobre la muestra
acuosa. El experimento de RMN correspondiente se realiza con un programa de
pulsos que permite suprimir la sefial de agua, que, de otra manera, enmascararia las
sefiales del resto de la muestra. Este método implica una minima manipulacion de
la muestra y la posibilidad de detectar compuestos volatiles, siendo el mas

adecuado para el analisis de metabolitos procedentes de células vivas.

Ademas de todos estos procesos, al ser los microbios muestras bioldgicas potencialmente
contagiosas, en el transcurso de todos los pasos del tratamiento de muestras, en tanto no
estén inactivados los organismos, se debe trabajar en condiciones de seguridad, por medio

de protocolos y laboratorios con el nivel de bioseguridad adecuado al organismo.
3.2.3 Tratamiento de datos

El tratamiento de los datos de RMN obtenidos, hasta extraer conclusiones y tendencias, es
fundamental para completar los estudios de metabondémica. En primer lugar, se realiza el

pre-procesado de los datos de RMN, etapa en la que se refinan los espectros de RMN y se
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eliminan interferencias y datos erroneos. Una vez tratados los espectros, se puede obtener
informacién de los metabolitos, bien a través de la cuantificacion directa mediante
patrones (Avenoza et al., 2006; Lopez-Rituerto et al., 2009; Lopez-Rituerto et al., 2012)
o aplicando los métodos de andlisis de datos y modelado. En este ultimo caso se utilizan
técnicas de quimiometria y analisis multivariante, para poder identificar y cuantificar los
diferentes metabolitos presentes en la muestra. La existencia de bases de datos de RMN

de metabolitos puede facilitar en gran medida estos Gltimos procesos.

3.3 Estado actual

No existen estudios realizados con RMN para medir la sensibilidad antimicrobiana de
bacterias. Sin embargo, esta técnica analitica de alto rendimiento, aplicable a células
vivas, si se ha usado para el estudio de la sensibilidad a antifungicos de diversos hongos,
para la determinacion de metabolitos en mezclas complejas y ha sido ampliamente usada

para la identificacion y cuantificacion de especies bacterianas, entre otras.
3.3.1 Estudios de sensibilidad a antifingicos mediante RMN

Los métodos estandarizados disponibles en la actualidad para realizar estudios de
susceptibilidad con hongos son poco fiables y relativamente lentos. La espectroscopia de
RMN puede ser un indicador sencillo, objetivo, rapido (los cambios metabolicos
detectados por este método son visibles mds rdpidamente que la inhibicion del
crecimiento en el caldo de cultivo) y potencialmente valioso para determinar la
composicion metabodlica de suspensiones de levaduras incubadas con fairmaco. Ademas,
se trata de un método automatizado, de alto rendimiento y bajo gasto de funcionamiento,
de manera que se reducen considerablemente los costes de reactivos y el tiempo del
operador. Tiene, por tanto, gran potencial para consolidarse como método alternativo para
la determinacion de la susceptibilidad a farmacos antifungicos de diferentes especies de

hongos (Coen et al., 2006; Plummer et al., 2007).

Los pocos trabajos en los que se ha aplicado la técnica de RMN para observar el efecto de
microorganismos frente a determinados farmacos se han realizado con hongos de
relevancia médica. Las especies fingicas analizadas han sido Cryptococcus neoformans,
distintas especies de Candida y de Aspergillus como A. fumigatus, A. terreus, A. niger, A.
nidulans y A. flavus. Estos estudios se basan en la identificacion de los metabolitos
fngicos producidos, en la realizacion de perfiles comparativos de éstos y, en el

seguimiento de la utilizacion de nutrientes desde el medio de incubacidon en presencia de
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determinadas concentraciones de farmaco (caspofungina, anfotericina B y voriconazol).
Para la monitorizacion de las respuestas metabolicas se utilizo la espectroscopia de RMN
de 'H, mediante un espectrometro Bruker Avance (Bruker Corporation) a una frecuencia
de 600 y 360 MHz. Los espectros obtenidos tras someter la muestra a RMN se interpretan
en funcion de los metabolitos producidos (fumarato, malato, etanol...) y/o consumidos
(tirosina, fenilalanina, valina...) estableciendo un parametro medible, el MEP o punto
final metabolico, a partir del 4rea de los picos espectrales. Este se define como la
concentracion de farmaco mas baja en la que la utilizacion de nutrientes del medio o
metabolitos producidos es inhibida >50% y se compara con las CMI utilizadas en el
método de referencia. Los resultados en forma de MEP mostraron, en general, una buena
correlacion con las CMI, las cuales se determinaron mediante una modificacion del
método de referencia en caldo de microdilucion M27-A del CLSI. Las discrepancias que
pueden surgir entre MEP y CMI podrian deberse a diferencias en el medio de cultivo asi
como en el tiempo de incubacion. Ademas, la espectroscopia de RMN es un método
potencialmente valioso en la determinacion de la composicion metabdlica de los
microorganismos incubados con farmaco debido a que es un método de facil
reproduccion y relativamente rapido (son necesarias 16 horas frente a las 48 horas que
requiere el método de referencia) lo que sugiere consolidarse como plataforma para la
rapida determinacion de la susceptibilidad antifungica (Coen et al., 2006; Plummer et al.,

2007).

Existen estudios en los que se analiza el metabolismo de flucitosina en cepas de Candida
spp. con diferentes susceptibilidades al farmaco mediante la RMN de "F, que a pesar de
mostrar ciertas desventajas (como la baja concentracion de farmaco), es una metodologia
no invasiva para el analisis directo de muestras bioldgicas, lo que unido a su aplicacion
cuantitativa han sido muy Utiles para el seguimiento metabdlico de este farmaco. Ademas,
el nucleo de "’F es una parte inherente al firmaco y sus metabolitos y, por tanto, no
requiere un marcaje previo del antifingico. El analisis de las muestras por RMN de "°F
permitid la identificacion y cuantificacion de diferentes metabolitos fluorados
(nucledtidos de F, nucledsidos de F y 5-fluorouracilo) cuyas concentraciones varian en
funciéon de la susceptibilidad o resistencia al firmaco (la concentracion de metabolitos
fluorados era mayor en la cepa susceptible a flucitosina). De modo que, la metodologia de

la RMN de "F aplicada al estudio cualitativo en el metabolismo de la flucitosina, podria
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constituir un método para el estudio de la sensibilidad de varias cepas o microorganismos

al farmaco (Vialaneix et al., 1986).
3.3.2 Estudios en bacterias mediante RMN

La espectroscopia de RMN no se ha utilizado para estudios de susceptibilidad
antimicrobiana en bacterias. Sin embargo, son muchas las investigaciones en las que se
usa dicha técnica espectroscopica para identificacion y cuantificacion bacteriana y para

estudios de rutas metabolicas de las mismas.

Gupta y cols. han realizado numerosas investigaciones para el diagnostico de bacterias
causantes de infecciones en el tracto urinario (ITU) (Gupta ef al., 2005; Gupta et al.,
2006; Gupta et al., 2009; Gupta et al., 2012b). Sus estudios se centran en el uso de la
espectroscopia de RMN de 'H para la identificaciéon y cuantificacion de uropatogenos
comunes como Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y
Proteus mirabilis en muestras de orina. Las investigaciones se basan en propiedades
especificas del metabolismo de la bacteria en estudio. Los resultados de sus estudios
mostraron que, el uso de la RMN de 'H, es una técnica sencilla y rapida comparada con

los métodos habituales.

La determinacion cuantitativa y cualitativa de P. aeruginosa mediante el uso de RMN se
basa en la propiedad especifica de la bacteria de metabolizar 4cido nicotinico (NA) a
acido 6-hidroxinicotinico (6-OHNA). Solo esta bacteria es capaz de producir esta
reaccion. La adicion de NA a las muestras de orina, tras incubacion y posterior analisis
por espectroscopia de RMN de 'H, demostro que las sefiales de NA desaparecian del
medio tras un tiempo de incubacién, mientras que la aparicion de nuevas sefales
correspondientes al metabolito 6-OHNA indicaban la presencia de P. aeruginosa. A
medida que aumentaba la intensidad de las sefales del metabolito, junto con Ia
disminucién en las sefales de NA, aumentaba proporcionalmente en el niimero de
bacterias. Esto demuestra la posibilidad que ofrece esta técnica para la identificacion

cuantitativa y cualitativa, simultdneamente, de la bacteria (Gupta et al., 2005).

Algo similar ocurre en la determinacion de K. pneumoniae. En este caso, la reaccion
metabolica especifica es la transformacion de glicerol en 1,3-propanodiol, de modo que la
sustancia que se afiadi6 al medio fue el glicerol. A pesar de que Citrobacter frundii es
también capaz de llevar a cabo esta reaccion, ambas bacterias son facilmente

diferenciadas por examen microscopico observando su motilidad. K. pneumoniae no es
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movil mientras que C. frundii si. Ademas, C. frundii no es un agente nosocomial comun
en infecciones del tracto urinario. La combinacion de ambos métodos mostr6 una muy
buena sensibilidad y especificidad (90% y 100%, respectivamente) sugiriendo la

potencial utilidad de la RMN para el diagnostico bacteriano (Gupta et al., 2000).

El mismo experimento en E. coli y P. mirabilis reveld que los metabolitos especificos
para estas bacterias son el lactato y el acido 2-hidroxi-4-(metiltio)butirico tras la

incubacidn con lactosa y metionina, respectivamente (Gupta et al., 2009).

Los resultados obtenidos con el uso de esta técnica alternativa proporcionan la
justificacion para el desarrollo de este método en la identificacion y la cuantificacion
bacteriana, asi como de otros microorganismos. El andlisis espectral y la interpretacion de

datos pueden hacerse de forma rapida y fiable (Gupta et al., 2009).

La RMN de "°C se ha aplicado en estudios llevados a cabo con Lactococcus lactis en los
que se demuestran interrelaciones existentes entre el metabolismo del citrato y el de la
glucosa, asi como en investigaciones centradas en la utilizacion de glucosa en una cepa de
L. lactis deficiente en el enzima lactato deshidrogenasa (LDH) (Ramos et al., 1994;
Neves et al., 2000). Otro ejemplo lo constituye el estudio de las capacidades catabodlicas
de Helicobacter pylori. En él, la RMN de "*C permite observar, tanto el metabolismo de
la glucosa como el del piruvato, reflejando las adaptaciones fisiologicas sufridas por la
bacteria en las condiciones de crecimiento empleadas (Chalk ef al., 1994). El uso de esta
RMN de "C se ha extendido también al estudio del metabolismo de firmacos. Esta
técnica se ha utilizado para observar el seguimiento intracelular de B-lactamicos y

determinar la cinética de las reacciones que sufren éstos (Mobashery ef al., 1988).

También se han llevado a cabo estudios con espectroscopia de RMN de “H para
demostrar su aplicacion en la monitorizacion de rutas metabolicas complejas, como el
metabolismo anaerobio, de distintas bacterias. La identificacion de productos por este
método podria constituir un método potencial para la caracterizacion de bacterias

patogenas a pesar de las limitaciones con las que cuenta (Aguayo et al., 1988).

Hasta la fecha no hay estudios de susceptibilidad antimicrobiana en bacterias basados en
perfiles metabolicos mediante RMN como tal. Sin embargo, esta metodologia se ha

utilizado con fines similares en algunos estudios.

Uno de ellos investiga una enfermedad bacteriana denominada sindrome de

marchitamiento de la oreja de mar o abulon, Haliotis spp. (un molusco), importante en la
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acuicultura, causada por un patogeno de la familia Rickettsiaceae: ‘Candidatus
Xenohaliotis californiensis’ que infecta las células epiteliales digestivas del animal (Viant
et al., 2003). Se trata de la primera aplicacion de la espectroscopia de RMN basada en el
estudio de perfiles metabodlicos en una especie del medio acudtico. La metabondémica
basada en RMN de 'H permitié realizar con éxito una clasificacion de los animales
(sanos, con retraso en el crecimiento y enfermos) mediante los cambios metabolicos
asociados a la progresion de la enfermedad a partir de muestras de biofluidos y de
extractos tisulares del molusco. Los espectros obtenidos, medidos a 500,11 MHz,
mostraron diferencias metabolicas permitiendo identificar los metabolitos mas
representativos involucrados en el proceso de la enfermedad, asi como los cambios
porcentuales de éstos. Estos resultados permitieron identificar biomarcadores metabolicos
caracteristicos del sindrome. Estos no soélo proporcionan informaciéon sobre la
enfermedad, sino que podrian utilizarse para posteriores estudios que evalien
rapidamente la situacion sanitaria del abulon asi como la eficacia de los antibidticos
necesarios para su tratamiento (Viant ef al., 2003). Basdndose en esto, los mismos autores
en afos posteriores llevaron a cabo estudios con los mismos organismos para observar los
efectos del antibidtico oxitetraciclina en los perfiles metabélicos mediante RMN de 'H
(Rosemblum et al., 2006). Este farmaco, usado para tratar infecciones bacterianas en
especies acuaticas, reduce la intensidad y la mortalidad del sindrome de marchitamiento.
El objetivo, por tanto, de esta investigacion fue observar si la recuperacion del
metabolismo durante el tratamiento con oxitetraciclina coincidia con la desaparicion de la
enfermedad causada por la rickettsia. Para ello, se examinaron los constituyentes
metabolicos presentes en el musculo del pie del molusco tras tratamiento con
oxitetraciclina durante unos determinados dias a diferentes temperaturas del agua marina
(13,4 °C y 17,3 °C) (Rosemblum et al., 2006). Se observaron cambios metabodlicos a las
dos temperaturas: elevacion de los niveles de taurina, homarina y glicina-betaina, asi
como disminucion de los aminoacidos y los hidratos de carbono. La deteccion de
diferencias metabdlicas entre los animales tratados y los no tratados con antibiotico se
observaron so6lo a la temperatura mas alta. De modo que, la oxitetraciclina erradica la
enfermedad y a su vez reduce el descenso metabolico relativo al sindrome a la
temperatura mas elevada. Las conclusiones obtenidas de los experimentos sugieren del
desarrollo de la RMN basada en estudios metabdlicos y su complementariedad con otras
técnicas, como la histologia, para la identificacién de procesos patologicos en especies

acuaticas asi como para la optimizacion de tratamientos farmacolédgicos. Esta herramienta
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muestra un alto rendimiento ya que analiza rapidamente y con pocos costes el estado

funcional de un organismo (Viant et al., 2003; Rosemblum et al., 2006).

El uso de una RMN multidimensional de HRMAS ha permitido también realizar estudios
de monitorizacion del metabolismo de fairmacos asi como la busqueda de dianas para el

desarrollo de nuevos tratamientos antibacterianos (Li et al., 2006).

La técnica de RMN de HRMAS consiste en una hibridacion entre la RMN en disolucion
y la RMN de estado so6lido que permite la obtencion de espectros de alta resolucion de
muestras heterogéneas que no son ni sélidos ni liquidos puros. Esta RMN permite realizar
estudios in vivo con bacterias de una manera no destructiva de modo que se facilite el
estudio de la pared celular bacteriana. Las enzimas implicadas en la biosintesis de los
componentes estructurales, juegan un papel muy importante en la determinacién de
dianas para el desarrollo de nuevos farmacos. Ademads, la pared celular bacteriana es

critica en el desarrollo de resistencias a los antimicrobianos empleados (Li ef al., 2006).

De acuerdo con las caracteristicas que presenta la técnica, Lee y cols. (Lee et al., 2005)
estudiaron, en bacterias vivas (micobacterias), la diferente composicion relativa en la
estructura de la pared bacteriana con el objetivo de demostrar las dianas en las que actia
el etambutol (EMB), observar las diferencias en la composicion entre especies y observar
los efectos de mutaciones en la pared celular de estas bacterias. Hasta ese momento, el
analisis estructural de la pared celular se realizaba de forma destructiva mediante
degradacion por aislamiento y fragmentacion de los componentes de la pared celular por
separado. El estudio se basé en la determinacion de los componentes mayoritarios de la
pared mediante RMN de HRMAS en dos y tres dimensiones (2D y 3D) de células
intactas de Mycobacterium smegmatis no tratadas, de bacterias tratadas con EMB, de
células con mutacion EmbB y en la observacion de diferencias en la composicion
estructural de la pared entre las especies M. smegmatis y M. bovis. Las estructuras mas
abundantes encontradas, correspondientes a las sefiales del espectro, fueron
arabinogalactano y lipoarabinomanano. Centrdndonos en el efecto del antituberculoso
EMB mediante esta técnica, se observa que la reduccion o ausencia del pico en el
espectro se relaciona con la inhibicion de la ruta biosintética de la arabinosa. Se sabe que
el EMB acta inhibiendo las arabinosiltransferasas EmbA-C de la micobacteria, y en
particular a la EmbB, enzimas encargadas de la biosintesis de la pared celular. Los
estudios mediante la espectroscopia de RMN revelaron que, al comparar las bacterias M.

smegmatis tratadas con el antituberculoso frente a las micobacterias control, se producia
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la inhibicidn de las arabinosiltransferasas EmbA-C (reduccion drastica de las senales de
arabinosa) tras tratamiento con EMB. Un andlisis espectroscopico en M. smegmatis con
una mutacion embB knockout validd este efecto inhibitorio. El tratamiento con EMB
reduce el contenido de arabinano de la pared celular por inhibicion de las citadas enzimas
(Lee et al., 2005; Li et al., 2006). Lo mas relevante de este estudio fue la posibilidad que
ofrecia esta técnica para observar los efectos inhibitorios del farmaco en estudio en la
estructura de la pared celular y su correspondiente validacion con la micobacteria mutada.
La habilidad que presenta la RMN de HRMAS para observar estos efectos es muy
significativa ya que permite la observacion directa de cambios estructurales en la pared
bacteriana debidos a la exposicion farmacoldgica o a la mutacion, y podria servir para el
desarrollo de nuevos farmacos que tengan efecto inhibitorio a nivel de la pared celular asi

como estudios de resistencia de antimicrobianos (Lee et al., 2005).

Otra aplicacion potencial mediante este tipo de RMN fue la monitorizaciéon del
metabolismo in vivo de etionamida (ETH) realizada por Hanoulle y cols. (Hanoulle et a!.,
2005). La ETH es un profarmaco que necesita activarse dentro de la micobacteria para
lograr su eficacia. Se usd la RMN de HRMAS de 'H, con un campo magnético
relativamente bajo (300 MHz), para investigar el proceso de activacion del profarmaco
ETH a través de la proteina EthA en micobacterias vivas. Esta técnica permitié detectar y
localizar el metabolito mayoritario del farmaco en el interior de las bacterias vivas. Este
hecho no ha podido ser demostrado por estudios anteriores in vitro. La seleccion de una
cepa de la bacteria que sobreproduce la enzima EthA demostré que la presencia del

metabolito dependia de la presencia de ETH (Hanoulle ef al., 2005; Li et al., 2006).

Los resultados mostrados mediante esta herramienta espectroscopica no invasiva, el uso
de un precursor no marcado y la baja frecuencia del espectrometro, sugieren la
posibilidad de la RMN para estudios de seguimiento metabolico de farmacos in vivo asi

como para analisis estructural (Hanoulle et al., 2005; Li et al., 2006).
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Objetivos

1. Puesta a punto de la espectroscopia de RMN para la realizacién de estudios de

susceptibilidad a antimicrobianos con bacterias habituales.

2. Utilizacién de la técnica de RMN para identificar marcadores del metabolismo de
Rickettsia spp. que puedan servir para estudios de susceptibilidad de estas
bacterias a antimicrobianos y mejorar el conocimiento del metabolismo de estas

bacterias de dificil cultivo.
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En el desarrollo de este trabajo de investigacion se han realizado diversos experimentos.
Dado que la técnica de RMN, con el fin que se busca en esta Tesis no estd estandarizada,
todos los experimentos se realizaron por triplicado. La tabla 2 muestra una relacion de los

mismos para facilitar la comprension y el seguimiento de este apartado.

Tabla 2. Relacion de los experimentos realizados.

. . Tipo de Antimicrobiano Otros compuestos Tlp'O de
Bacteria Cepa/ especie anlisis testado testados experimento
de RMN
ATCC 25922  ESA Gentamicina o "H RMN
Ciprofloxacino
Escherichia
coli Cinética Gentamicina —
C1550 ESA Ciprofloxacino L 'H RMN
Levofloxacino
ATCC 27853  ESA Gentamicina o "H RMN
Pseudomonas Ciprofloxacino
aeruginosa
W30 ESA Gentamicina o 'H RMN
Ciprofloxacino
Rickettsia EM D-[1-13C]glucosa 'H RMN
slovaca [2-13C]glicina BC RMN
Rickettsia spp. o Serina "N RMN
L-[1-13C]isoleucina
L[2-13C]leucina
L-[15N]tirosina

ATCC: Coleccion americana de cultivos tipo; ESA: estudios de sensibilidad a antimicrobianos; EM:

estudios metabdlicos.
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1. Estudios de susceptibilidad a antimicrobianos mediante RMN en
bacterias habituales

1.1 Experimentos con E. coli

Se utilizé una cepa patréon de E. coli procedente de la coleccion americana de cultivos
tipo (ATCC) 25922 y otra cepa de E. coli denominada C1550 perteneciente a la
coleccién bacteriana del Area de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad de

La Rioja (Rocha-Gracia et al., 2010).
1.1.1 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados para el crecimiento de las cepas E. coli a lo largo de
esta tesis fueron: Brain Heart Infusion agar (BHI-agar) (Difco™) y MH broth

. ™ . . ., . . .y
(Difco ™). Las especificaciones para su preparacion se describen a continuacion.

a) Preparacion del medio solido
BHI-agar (Difco™):

Segtin las indicaciones del fabricante es necesario disolver 52 g de polvo para cada litro
de disolucion en agua destilada. Dicha disolucion se calent6 hasta ebullicion, en
agitacion, y se introdujo en un autoclave a 120 °C durante 20 minutos. Se distribuy6 en

placas de Petri y una vez solidificadas, se almacenaron hasta su uso.

b) Preparacion de caldos de cultivo
MH (Difco™):

Segun las indicaciones del fabricante es necesario disolver 21 g del polvo para cada litro
de disolucion en agua destilada. Se calentd hasta ebullicion en agitacion y se introdujo

en un autoclave a 120 °C durante 20 minutos.
1.1.2 Cultivo de E. coli

El cultivo de las cepas de E. coli requirié de un primer reaislamiento en placa de agar de
BHI para comprobar la viabilidad bacteriana (figura 14) y posteriormente otro para
asegurar el cultivo puro a 37 °C durante 24 horas. En una solucién salina estéril (NaCl
0,9%) se preparo 0,5 de McFarland y se tomaron 10 pL para posterior recuento en placa.
El estandar de McFarland es una solucion de diferentes concentraciones de una sal de

bario con la que la turbidez de las soluciones bacterianas se compara para obtener
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recuentos bacterianos aproximados. De este modo, el estindar de McFarland proporciona
orientacion en el laboratorio para la estandarizacion del nimero de bacterias para test de
susceptibilidad u otros procedimientos que requieran un indculo estandarizado. El 0,5 de
McFarland es comparable a una suspension bacteriana de 10°® unidades formadoras de

colonias (UFC) por mL.

Figura 14. E. coli ATCC 25922 en placa de agar BHI.

1.1.3 Antimicrobianos utilizados

a) Gentamicina
Se prepar6 una disolucion stock de polvo puro de gentamicina (Sigma-Aldrich Co.) en
agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del farmaco: 0,03; 0,06;

0,125;0,25;0,5; 1; 2; 4; 8 y 16 pg/mL para los experimentos con E. coli ATCC 25922.

b) Ciprofloxacino
Se prepararon varias disoluciones stock de polvo puro de ciprofloxacino (Sigma-Aldrich
Co.) en agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del farmaco:
0,0005; 0,001; 0,002; 0,004; 0,008; 0,016 y 0,032 pg/mL para los experimentos con E.
coli ATCC 25922, y disoluciones seriadas de: 2048; 1024; 512; 256; 128 y 64 ug/mL

para los experimentos con E. coli C1550.

¢) Levofloxacino
Se prepard una disolucion stock de polvo puro de levofloxacino (Sigma-Aldrich Co.) en
agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del farmaco: 256; 128;

64; 32; 16; 8 y 4 ng/mL para los experimentos con E. coli C1550.
1.1.4 Técnica de macrodilucion en caldo

Como se ha descrito en el apartado 1.1.2, en primer lugar se realizo el aislamiento de la

bacteria en agar BHI. El indculo bacteriano para la realizaciéon de la técnica de
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macrodilucion se prepard a partir de una suspension con una turbidez de 0,5 McFarland
utilizando el método de suspension directa. Para ello, la suspension bacteriana se preparo
en 5 mL de solucion salina estéril. Las CMIs se determinaron mediante el método de
referencia de macrodilucion del CLSI (CLSI, 2016). Se prepararon muestras y controles
para cada experimento en un volumen final de 2 mL. Las muestras contenian la
suspension bacteriana, el medio MH y el antimicrobiano a estudio (un tubo por cada
dilucién de antimicrobiano usada). Ademas, se incluyeron dos controles. El control I
constaba del medio utilizado con un indculo bacteriano (sin antimicrobiano) y el control
IT contenia solo el medio de cultivo. Todas las muestras se incubaron a 37 °C durante 24
horas. La CMI se defini6 como la concentracion mas baja de antimicrobiano que inhibe
completamente el crecimiento bacteriano de forma visible. Para el recuento bacteriano se
prepararon placas de cultivo de agar BHI (ver apartado 1.1.1). Se realizaron ademas
diferentes disoluciones de cada muestra y controles en agua estéril y se sembraron en las
placas. Todas las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas y, transcurrido ese
tiempo, las colonias bacterianas se contaron manualmente. El recuento de placas para

cada disolucion se realizé segun la siguiente formula:

UFC/mL = (n° colonias x factor de dilucion)/ mL afiadidos a cada placa.
El nimero total de bacterias en cada muestra y control I se determind calculando la

media del recuento obtenido de las diferentes disoluciones.
1.1.5 Preparacién de muestras para experimentos de "H RMN

Transcurridas 24 horas de la incubacion de las muestras y de los controles, para el
analisis mediante RMN, se transfirieron 540 pL en tubos de 5 mm de RMN (5-mm high-
precision NMR sample tubes, Norell Inc.) (figura 15). En los experimentos inicales,
antes de transferir las muestras a los tubos de RMN se tom6 1 mL de muestra que se
centrifugd durante 3 minutos a 9500 x g. Del sobrenadante, se transfirieron 540 pL a
tubos de RMN. Posteriormente, al ver que la centrifugacion no afectaba a los resultados,
se obvio dicho paso. Ademas, a cada tubo se les afiadio 60 pL de una disolucién de 2,2'-
3,3'-tetradeutero-trimetil-silil-propionato sédico (TSP) en D,0O a una concentracion final

de 1,125 mg/mL como control interno.
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Figura 15. Tubos de 5 mm de RMN con muestra.

1.1.6 Analisis de muestras mediante 'H RMN

El equipo empleado para la realizacion de los experimentos fue un espectrometro Bruker
Avance 400 UltraShield (Avance II 400 MHz, Bruker Corporation). Este equipo esta
equipado con una sonda BBI H-BB Z-GRD, especifica para una adecuada adquisicion de
proton. La adquisicion de los espectros se ha llevado a cabo con el programa TOPSPIN
version 2.1 (Bruker Corporation). Para la obtencion de los espectros se ha ajustado el
campo para la mezcla H,O/D,0 9:1 y todos los experimentos se han realizado a 25 °C.
Para el procesamiento de los espectros se ha utilizado el programa MestReNova version
8.1 y 10.0 (Mestrelab Research). Los espectros de 'H RMN se registraron con una
secuencia de pulsos de presaturacion de la sefial de agua situada a 1875 Hz usando el
programa de pulsos zgpr. Se utiliz6 un tiempo de relajacion d1 de 10 segundos y un
numero de scans (ns) de 64 para dar un tiempo total de adquisicion de 20 minutos. Con
este tipo de experimentos se podrian llevar a cabo, si fuera necesario, estudios
cuantitativos. Alternativamente, también se emplearon unas condiciones de experimento
mas cortas con un dl de 2 segundos y un ns de 8 para un total de 3 minutos de
adquisicion.

1.2 Experimentos con P. aeruginosa

Se cultivo una cepa patron de P. aeruginosa ATCC 27853 y otra cepa de P. aeruginosa
denominada W30 perteneciente a la coleccion bacteriana del Area de Microbiologia

Molecular del Centro de Investigacion Biomédica de la Rioja (CIBIR) (Estepa et al.,
2017).
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1.2.1 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados empleados para el crecimiento de las cepas de P.
aeruginosa a lo largo de esta tesis fueron: BHI-agar (Difco'™) y MH (Difco™™). Las

especificaciones para su preparacion son las descritas en el apartado 1.1.1.
1.2.2 Cultivo de P. aeruginosa

El cultivo de P. aeruginosa se realizd del mismo modo que con las cepas de E. coli. En
primer lugar se realizé un primer reaislamiento para comprobar la viabilidad bacteriana y
posteriormente otro para asegurar el cultivo puro a 37 °C durante 24 horas. Del mismo
modo que con E. coli, se prepard un 0,5 de McFarland en solucion salina estéril (NaCl

0,9%).
1.2.3 Antimicrobianos utilizados
a) Gentamicina

Se prepar6 una disolucion stock de polvo puro de gentamicina (Sigma-Aldrich Co.) en
agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del farmaco: 0,06; 0,125;
0,25; 0,5; 1 y 2 pg/ml para los experimentos con P. aeruginosa ATCC 27853 y
disoluciones seriadas de: 8; 16; 32 y 64 pug/mL para los experimentos con P. aeruginosa

W30.
b) Ciprofloxacino

Se prepararon varias disoluciones stock de polvo puro de ciprofloxacino (Sigma-Aldrich
Co.) en agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del farmaco:
0,06; 0,125; 0,25; 0,5; 1 y 2 pg/ml para los experimentos con P. aeruginosa ATCC 27853
y disoluciones seriadas de 1; 2; 4; 8; 16; 32 y 64 pg/ml para los experimentos con P.

aeruginosa W30.
1.2.4 Técnica de macrodilucion en caldo

La técnica de macrodilucion se llevé a cabo del mismo modo que el descrito para E. coli
(ver apartado 1.1.4). Del mismo modo, para el recuento bacteriano se prepararon placas
de cultivo de agar BHI (ver apartado 1.1.1) y se realizaron diferentes disoluciones de
cada muestra y controles en agua estéril para siembra en placa. Las placas se incubaron a
37 °C durante 24 horas y, transcurrido ese tiempo, las colonias bacterianas se contaron

manualmente de acuerdo a la siguiente féormula:



Material y Métodos

UFC/mL = (n° colonias x factor de dilucion) / mL anadidos a cada placa.
El ntimero total de bacterias en cada muestra y control I se determino calculando la media

del recuento obtenido de las diferentes disoluciones.
1.2.5 Preparacién de muestras para experimentos de 'H RMN

Transcurridas 24 horas de la incubacion de las muestras y de los controles, para el
analisis mediante RMN, se transfirieron 540 pL a tubos de 5 mm de RMN. Ademas, a
cada tubo se les afiadi6 60 pL de TSP en D,0 a una concentracién final de 1,125 mg/mL

como control interno.
1.2.6 Analisis de muestras mediante '"H RMN

El andlisis de las muestras utilizadas para los experimentos con P. aeruginosa se realizd

del mismo modo que el indicado en el apartado 1.1.6.

1.2.7 Analisis de muestras mediante analisis de componentes principales

Dentro del software MestReNova (Mestrelab Research) existen herramientas que
permiten realizar un sencillo estudio de analisis de componentes principales (PCA de sus
siglas en inglés). El PCA es un procedimiento para convertir un conjunto de
observaciones de variables correlacionadas, en un conjunto de valores de variables
linealmente no correlacionadas (denominadas componentes principales) y que permite
reducir la cantidad de datos cuando estd presente la correlacion. Este estudio permite
encontrar variables latentes, también llamadas componentes principales (CP). La CP1 es
la componente (variable latente) que mas variabilidad explica y la CP2 la segunda. Las
variables pueden estar correlacionadas positiva o negativamente con estas componentes.
Basandose en la semejanza en cuanto a las correlaciones de las muestras, éstas pueden ser

clasificadas en grupos.

En este sentido, se seleccionan regiones del espectro que permitan realizar un PCA que
diferencie estas muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibiotico
estd funcionando y por otro, en las que la bacteria realiza su metabolismo habitual sin

influencia del antibiotico.
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2. Estudios de cinética mediante RMN en E. coli ATCC 25922

Con objeto de evaluar el potencial de la RMN, se realizaron los mismos experimentos que
en el caso de sensibilidad pero utilizando el tubo de 5 mm de RMN para incubacion
directa de las muestras. Para llevar a cabo estos experimentos se utilizd una cepa patroén

de E. coli ATCC 25922.

2.1 Preparacion de medios de cultivo

Los medios de cultivo empleados empleados para la realizacion de estos experimentos
fueron: BHI-agar (Difco™) y MH (Difco™). Las especificaciones para su preparacion

son las descritas en el apartado 1.1.1.

2.2 Cultivo de E. coli

El cultivo de E. coli se realizod del modo descrito en el apartado 1.1.2.

2.3 Antimicrobianos utilizados
2.3.1 Gentamicina

Se prepar6 una disolucion stock de polvo puro de gentamicina (Sigma-Aldrich Co.) en
agua estéril. A partir de ella se prepararon disoluciones seriadas del farmaco de 0,06 y

0,125 pg/ml.

2.4 Incubacion directa de E. coli en tubos de RMN

Se prepararon dos muestras con gentamicina (0,06 pg/mL y 0,125 ug/mL) y otra sin
antimicrobiano para incubacion directa en tubos de RMN. Las muestras se prepararon en
un volumen final de 2 mL como se ha descrito en el apartado 1.1.4 y 540 pL se
transfirieron directamente a tubos de 5 mm de RMN. Ademas se les afiadio 60 pL de

D,0 con TSP en a una concentracion final de 1,125 mg/mL como control interno.

2.5 Preparacion de muestras para experimentos de '"H RMN

El analisis de las muestras incubadas directamente en tubos de 5 mm de RMN se realiz6
bajo las mismas condiciones explicadas en el apartado 1.1.6 pero los experimentos se

registraron a 37 °C cada 20 minutos.
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3. Estudios metabdlicos mediante RMN en Rickettsia spp.

Los experimentos se realizaron con una cepa establecida en nuestro laboratorio de
Rickettsia slovaca S8 (previamente aislada de garrapatas Dermacentor marginatus de La

Rioja en nuestro laboratorio).

3.1 Preparacion de medios de cultivo

3.1.1 Minimun essential medium (MEM) Glutamax® (Gibco, InvitrogenTM)

El medio utilizado para el crecimiento de Rickettsia spp. fue minimun essential medium
(MEM) Glutamax® (Gibco, InvitrogenTM) suplementado con un 2% de suero fetal
bovino (Gibco, Invitrogen™).

El medio utilizado para el crecimiento de células Vero (ATCC CCL-81TM) fue MEM

Glutamax® suplementado con un 5% de suero fetal bovino (Gibco, InvitrogenTM).

3.2 Preparacion de cultivos celulares

Para el cultivo de Rickettsia spp. se utilizaron células Vero (ATCC CCL-81TM). Se
prepararon placas de 6 pocillos con células Vero a partir de células ya crecidas en frascos
de cultivo habituales. Para ello, fue necesario retirar el medio del frasco al cual se le
quiere dar pase, a continuacion afiadir de 1 a 2 mL de tripsina e introducirlo en el
incubador durante 3-5 minutos. Transcurrido ese tiempo, una vez se ha despegado la
monocapa celular (en los casos en los que no se despega por completo, se utilizoé un “cell
scraper”) se resuspendid con ayuda de una pipeta estéril para evitar la formacion de
grumos. A continuacidn, se anadié tanto medio limpio de cultivo como pocillos se
quieran conseguir, por tanto en un volumen suficiente para distribuir en el n® de pocillos
que se vayan a realizar. Se invirti6 el frasco con el medio y las células para que se
produzca una distribucion uniforme del contenido y se distribuyd el volumen en el
nimero de pocillos que se quieran realizar. En los casos en los que fue necesario, se
completaron todos los pocillos con mas medio de cultivo de acuerdo al volumen final
requerido para cada uno (3 mL). Para verificar que en todos los pocillos habia células
flotando, se observaron al microscopio. Posteriormente, las placas se incubaron a 37 °C
con un 5% de CO, el tiempo necesario hasta conseguir la monocapa. Se prepararon el
mismo numero de placas para infectar que de placas que no se infectaron y que se

utilizaron como control.
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3.3 Cultivo de Rickettsia spp.

El cultivo de Rickettsia spp. se realizd en placas de cultivo de 6 pocillos que contenian
una monocapa confluente de células Vero a las que se les afiadié un indculo (200 pL) de
R. slovaca S8. El medio utilizado en este caso fue MEM Glutamax® (Gibco,
Invitrogen™) suplementado con un 2% suero fetal bovino (Gibco, Invitrogen™). El
cultivo se realizo a 34 °C con un 5% de CO, durante 5 dias. La preparacion de las placas

de cultivo con R. slovaca se realiz6 en un laboratorio de nivel 3 de bioseguridad (P3) (figura

16).

Figura 16. Personal trabajando en el laboratorio de nivel 3 de bioseguridad (P3).

3.4 Compuestos utilizados para estudios metabolicos

Se preparon disoluciones a una concentracion de 25 mg/mL de los siguientes
aminoacidos marcados: [2-13C]glicina (Cortec-Net), L-[2-13C]leucina (Cambridge
Isotope Laboratories Inc.), L-[1-13C]Jisoleucina (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.) y
L-[15N]tirosina (Cambridge Isotope Laboratories, Inc.). Ademas, se utiliz6 también D-

[1-13C]glucosa (CortecNet) a la misma concentracion y serina (Sigma-Aldrich Co.).

3.5 Preparacion de muestras para estudios metabdlicos

A cada uno de los pocillos de las placas de cultivo celular, tanto a los infectados con R.
slovaca como a los no infectados, se les afiadieron 100 pL de una de las disoluciones de
[2-13C]glicina, L-[2-13C]leucina, L-[1-13C]Jisoleucina, L-[15N]tirosina y D-[1-
13C]glucosa. Los cultivos infectados con R. slovaca en presencia de dichos compuestos
se incubaron a 34 °C y los no infectados se incubaron a 37 °C, durante tres dias. Para
comprobar la presencia del aminoacido serina como metabolito de la glicina se llevo a

cabo la adicion de serina no marcada directamente en el propio tubo de RMN (5 mg).
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3.6 Inactivacion de muestras

El protocolo de inactivacion para las muestras infectadas con Rickettsia spp. fue facilitado
por Vircell Microbiologists S.L. y comparado con el protocolo facilitado por la Dra.
Ereemeva (miembro del Centers for disease control and prevention (CDC)). Ambos hacen
constar que, para la inactivacion, es necesario adicionar a la muestra formol en una
concentracion final del 0,1% y almacenarla a 4-5 °C durante al menos 24 horas.

De cada pocillo, se transfiri6 1 mL a tubos de plastico de 1,5 mL, se afiadié formol”

hasta una concentracion final de 0,1% y se almacenaron en nevera durante 24 horas.

3.7 Preparacion de las muestras para experimentos de RMN

Para llevar a cabo los experimentos, se transfirieron 540 pL a tubos de 5 mm de RMN a
los que se les anadi6 60 uL de TSP en D,O a una concentracion de 1,125 mg/mL como

patron interno.

3.8 Analisis de muestras mediante RMN
3.8.1 Experimentos mediante "H RMN

El equipo usado para la adquisicion de espectros fue un espectrometro Bruker Avance
400 MHz (Avance 11 400 MHz, Bruker Corporation) equipado con una sonda BBI H-BB
Z-GRD, especifica para la correcta adquisicion de proton. La adquisicion de los espectros
se llevo a cabo mediante el programa TOPSPIN (version 2.1) (Bruker Corporation). El
procesamiento de los espectros se realizd mediante el uso del programa MestReNova
(version 6.0.3 y 10.1) (Mestrelab Research). Para la obtencion de los espectros, el campo
se ajusto para la mezcla H;O/D,O y todos los experimentos se realizaron a 25 °C. Los
espectros de "H RMN se registraron con una secuencia de pulsos de presaturacion de la
sefial de agua situada a 1875 Hz usando el programa de pulsos zgpr con un tiempo total

de adquisicion de 20 minutos.
3.8.2 Experimentos mediante >C RMN

El equipo empleado fue un espectrémetro Bruker Avance 400 MHz (Avance 11 400 MHz,
Bruker Corporation) equipado con una sonda BBO BB-1H Z-GRD, especifica para una

* ~ .y . . . .

Se afiadi6 formol a todas las muestras que se iban a someter a experimentos de RMN, independientemente
de que estuvieran o no infectadas, con objeto de no tener variaciones como consecuencia de este compuesto
en los espectros.
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optima adquisicion heteronuclear. La adquisicion de los espectros se llevd a cabo
mediante el programa TOPSPIN (version 2.1) (Bruker Corporation). Por su parte, para el
procesamiento de los espectros se utilizd el programa MestReNova (version 6.0.3 y 10.1)
(Mestrelab Research). Para lo obtencion de los mismos, el campo se ajusto para la mezcla
H20/D20 vy todos los experimentos se realizaron a 25 °C. Se empled el programa de
pulsos “inverse-gate decoupled’ para la adquisicion de >C RMN, desacoplando en proton
solo en el periodo de adquisicion. En este caso no se uso la transferencia de polarizacion
de "H a '>C via efecto Overhauser nuclear (NOE). En estas condiciones el tiempo total de

adquisicion fue de 50 minutos.
3.8.3 Experimentos mediante 5N RMN

. . 1 .
Los experimentos se llevaron a cabo como los realizados con C cambiando los
parametros de adquisicion. En este caso, se empled el programa de pulsos “inverse-gate
decoupled” para la adquisicion de "N RMN, desacoplando en proton solo en el periodo

de adquisicion.
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1. Estudios de susceptibilidad a antimicrobianos por RMN en bacterias
habituales

1.1 Experimentos con E. coli
1.1.1 Analisis de muestras control

Lo primero que se realizo es el espectro 'H RMN del medio de cultivo (control II) con
objeto de evaluar los metabolitos que pueden ser identificados en dicho medio y el tiempo

necesario de acumulacion del experimento para su correcta descripcion.

La figura 17A muestra el espectro de "H RMN del medio de cultivo. Aunque el espectro
resulta relativamente complejo debido a la gran diversidad metabdlica del medio de
cultivo, se puede observar que la supresion del agua se realiza de forma correcta,
permitiendo la diferenciacion de las distintas sefiales. Tras el correspondiente tratamiento
de la sefial con el ajuste de fase y de la linea base existen sefiales aisladas que son
facilmente integrables. Ademas, la sefial aislada de TSP de concentracion conocida podria

ser empleada para la cuantificacion de algiin metabolito si fuera necesario.

En la figura 17B se muestra la zona del espectro correspondiente a los dcidos organicos y
aminoacidos. En dicha zona se distingue el aminoécido treonina, el cual puede servir
como marcador metabodlico en el proceso de crecimiento bacteriano. Esta region del
espectro es importante ya que los compuestos que ahi aparecen pueden ser susceptibles de

cambios debido al proceso metabodlico en presencia de las correspondientes bacterias.

Un espectro de calidad similar es obtenido empleando un d1 de 1 segundo. Esta variacién
va a impedir la cuantificacion de los posibles metabolitos, pero, como se ha comentado en

el capitulo de Material y Métodos, reduce el tiempo de adquisicion a 3 minutos.
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Figura 17. Espectro de 1H RMN del medio de cultivo (control II). A) Espectro completo en el
que se observa la supresion de agua y la referencia de TSP en concentracion conocida. B)
Ampliacion de la zona entre 0,8-4,2 ppm en donde se encuentran aminoacidos y acidos organicos,
compuestos susceptibles de verse involucrados en procesos metabolicos.

La figura 18 muestra el espectro, en las mismas condiciones anteriores, de una muestra
del medio de cultivo infectado con la bacteria (control I). En el espectro no se observan
variaciones significativas en la region superior a 4,2 ppm y que corresponderian con
posibles carbohidratos y con compuestos aromadticos. Sin embargo, si se observan
variaciones en la region correspondiente a los aminoacidos y a los acidos orgénicos.
Nuevamente, en el espectro se resuelven sefiales con la suficiente intensidad para poder

ser identificadas y sus areas integradas.
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De forma significativa se observa la desaparicion de la sefial correspondiente al
aminoacido treonina. A su vez, se ven nuevas sefales correspondientes a nuevos
metabolitos que aparecen o que ven incrementada su concentracion de forma
significativa. Estos nuevos metabolitos son el &cido succinico, el acido acético y el etanol.
Nuevamente este experimento es desarrollado con un d1 de un segundo para acortar el
tiempo total de adquisicion, no observando pérdida significativa de intensidad en las

sefales.

Asi, con estos dos experimentos se puede apreciar que hay diferencias representativas en
cuatro metabolitos, lo que permite diferenciar si el cultivo estd infectado y con las
bacterias actuando metabolicamente sobre €l, o si por el contrario no existen bacterias que
modifiquen el perfil metabolico del medio. Estas sefiales fueron asignadas mediante
comparacion de sus desplazamientos quimicos con los descritos en la literatura (Lopez-
Rituerto, 2012) y mediante la adicion de patrones de los mismos compuestos en las
muestras control. Estos cuatro compuestos, y en los que nos fijaremos de aqui en adelante
para evaluar la susceptibilidad antimicrobiana son: treonina (desaparece cuando hay
actividad bacteriana), etanol, acido acético y éacido succinico (aparecen cuando hay

actividad bacteriana).
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Figura 18. Espectro de '"H RMN del medio de cultivo con la bacteria. A) Espectro completo en el
que se observa la supresion de agua y la region de cambio de metabolitos. B) Ampliacion de la
zona entre 0,8-4,2 ppm en donde se encuentran aminoacidos y acidos organicos, compuestos
susceptibles de verse involucrados en procesos metabdlicos.

Una vez se realizaron y se optimizaron estos dos primeros experimentos se procedio a
registrar los diferentes espectros de los cultivos infectados con la correspondiente bacteria
y con diferentes cantidades de antibiotico. Tal y como se ha indicado en el capitulo de
Material y Métodos, se utilizd el programa MestReNova (Mestrelab Research) para
realizar el apilamiento de los diferentes espectros que permite una excelente comparativa

de los mismos.
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1.1.2 Prueba de susceptibilidad de E. coli ATCC 25922 frente a gentamicina

En la figura 19 se muestra los espectros de 'H RMN obtenidos del estudio de E. coli
ATCC 25922 frente a diferentes concentraciones de gentamicina. En la misma se recoge
la zona del espectro comprendida entre 1,0-2,5 ppm. Ademads, se muestran los espectros
del control I (medio con bacteria sin antibidtico) y del control II (s6lo medio de cultivo)
anteriormente comentados y denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19,

respectivamente.

Figura 19. Espectros de '"H RMN de las muestras de E. coli ATCC 25922 incubadas con
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). El espectro del control I (medio de
cultivo con in6culo bacteriano) aparece en la parte superior. El espectro del control II (solo medio
de cultivo) corresponde al de la parte inferior de la imagen. En los espectros se aprecian bien los
cambios en la concentracion de metabolitos: la treonina del medio es consumida cuando las
bacterias estan activas; mientras que el acido succinico, acético y el etanol son resultado de la
actividad metabodlica de las bacterias.

De acuerdo a la figura 19, la comparacion de los dos controles muestra diferencias en las
sefiales obtenidas en el rango entre 1,0 y 2,5 ppm. En el espectro obtenido del anélisis del
control I se observa la presencia de acido succinico, dcido acético y etanol, mientras que

en el control II se detecta la presencia de treonina.

El andlisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores de 0,5 pg/mL de

gentamicina muestra la presencia de acido succinico, acido acético y etanol. Ademas,
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cuando las concentraciones de gentamicina fueron iguales o mayores a 0,5 ug/mL, se
detect6 la presencia de treonina, lo que determina que dicha concentracion de antibiotico
estd inhibiendo el crecimiento bacteriano al no producir los metabolitos de etanol, acido
succinico y acido acético, es decir, la concentracidn mas baja que inhibe completamente

el crecimiento visible (CMI) corresponde con la concentracion de 0,5 pg/mL.

Mediante observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucion (figura 20) se
observd que la CMI fue de 0,5 pg/mL (CMI: 0,25-1 pg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos
sugieren que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de "H RMN concuerdan

con los obtenidos de visualizacion directa mediante macrodilucion.

| KR s o s

Figura 20. Diferencias en la turbidez entre las muestras de E. coli ATCC 25922 estudiadas y los
controles. Los tubos de la “A” a la “H” corresponden a muestras con concentraciones seriadas de
gentamicina (8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 y 0,06 pg/mL, respectivamente). La CMI corresponde
con el tubo “E”. El tubo I corresponde al control I (medio de cultivo con indculo bacteriano)
mientras que el tubo “J” corresponde al control II (solo medio de cultivo).

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostrd crecimiento bacteriano en las
placas con gentamicina con concentraciones desde 16 a 1 pg/mL, ambas incluidas. Sin
embargo, la placa correspondiente a una concentracion de 0,5 pg/mL de gentamicina
mostrd un crecimiento bacteriano del rango de 10° UFC/mL. Las muestras restantes (de
0,25 a 0,06 pg/mL, incluyendo el control I) mostraron un crecimiento bacteriano en el
rango de 10'°-10"" UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano en las placas de
agar, permitieron obtener la CMB, definida como la concentracion mas baja de

antimicrobiano que mata la bacteria. En este caso, la CMB fue de 1 ng/mL.

La figura 21, muestra la evolucion en el tiempo de las areas de los picos correspondientes

a los metabolitos (acidos succinico y acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en funcion
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de la concentraciéon de gentamicina usada para la cepa de E. coli. Estas areas son
obtenidas mediante la integracion de las sefiales correspondientes de los espectros con el
programa MestReNova (Mestrelab Research). Los resultados obtenidos del espectro
muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio para producir
acido succinico, acido acético, y etanol. La intensidad de estas sefiales varia de acuerdo al
recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad fue mayor en
las muestras con concentraciones de gentamicina menores de la CMI (0,5 pg/mL).
Ademas, la treonina s6lo aparece en el espectro de aquellas muestras con concentraciones
de gentamicina mayores o igual 0,5 pg/mL. Al igual que en los espectros de control,
también se logré optimizar el tiempo de adquisicion de los experimentos de RMN con
gentamicina. Como se ha comentado, se utilizaron s6lo 3 minutos por cada experimento,
disminuyendo, por lo tanto el tiempo de analisis de manera considerable sin perder
informacion, ya que para la obtencion de los datos anteriores no es necesaria la

cuantificacion.

Figura 21. Grafica de las areas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en
funcion de la concentracion de gentamicina usada para E. coli ATCC 25922. El écido acetico,
succinico y el etanol fueron producidos por la bacteria. La treonina es consumida por E. coli.
Cuando la concentracién de gentamicina es superior a 0,5 ug/ml no se detecté ni consumo ni
produccion de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable.
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1.1.3 Prueba de susceptibilidad de E. coli ATCC 25922 frente a ciprofloxacino

En la figura 22 se muestra los espectros de 'H RMN obtenidos del estudio de E. coli
ATCC 25922 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino. También se muestran
los espectros de los controles I (medio con bacteria sin antibidtico) y del control II (sélo

medio de cultivo), denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19, respectivamente.

Figura 22. Espectros de '"H RMN de las muestras de E. coli ATCC 25922 incubadas con
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). El espectro del control I (medio
de cultivo con indculo bacteriano) aparece en la parte superior mientras que el del control II (solo
medio de cultivo) se muestra en la parte inferior de la imagen. En los espectros se aprecian bien
los cambios en la concentracion de metabolitos (la treonina del medio es consumida cuando las
bacterias estan activas; mientras que el acido succinico, acético y el etanol son resultado de la
actividad metabolica de las bacterias).

De acuerdo a la figura 22, la comparacion de los dos controles muestra diferencias en las
sefiales obtenidas en el rango entre 1,0 y 2,4 ppm. Al igual que en el caso anterior, en el
espectro obtenido del analisis del control I se observa la presencia de acido succinico,

acido acético y etanol, mientras que en el control II se detecta la presencia de treonina.

El analisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores de 0,004 pg/mL de

ciprofloxacino muestra la presencia de acido succinico, acido acético y etanol. Ademas,



Resultados

cuando las concentraciones de ciprofloxacino fueron mayores o iguales a 0,004 pg/mL, se

detect6 la presencia de treonina, indicativo de que a esas concentraciones de antibiotico la
. . .. L. . . 1

bacteria no tiene actividad metabolica. De este modo, mediante espectroscopia de H

RMN se puede determinar que la CMI corresponderia a la concentracion de 0,004 pg/mL.

Mediante observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucion se observé que
la CMI fue de 0,004 pg/mL (CMI: 0,004-0,015 pg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos
sugieren que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de "H RMN concuerdan

con los obtenidos de visualizacion directa mediante macrodilucion.

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostré crecimiento bacteriano en las
placas cuyas muestras contenian concentraciones de ciprofloxacino desde 0,032 a 0,008
pg/mL, ambas incluidas. Sin embargo, la placa correspondiente a una concentracion de
0,004 pg/mL de ciprofloxacino mostrd un crecimiento bacteriano del rango de 107
UFC/mL. Las muestras restantes (de 0,002 a 0,0005 pg/mL) mostraron un crecimiento
bacteriano en el rango de 10°-10'' UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano

en las placas de agar permitieron determinar una CMB de 0,008 pg/mL.

Nuevamente, la integracion de las areas de las sefiales correspondiente de los espectros
permite realizar un analisis de su evolucion. La figura 23 muestra la evolucion en el
tiempo de las areas de los picos correspondientes a los metabolitos (4cidos succinico y
acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en funcion de la concentracion de
ciprofloxacino usada para la cepa de E. coli. Los resultados obtenidos del espectro
muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio para producir
acido succinico, acido acético y etanol. La intensidad de estas sefiales varia de acuerdo al
recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad fue mayor en
las muestras con concentraciones de ciprofloxacino menores que la CMI (0,004 pg/mL).
Ademas, la treonina so6lo aparece en el espectro de aquellas muestras con concentraciones
de ciprofloxacino mayor o igual a 0,004 pg/mL. También, se optimiz6 el tiempo de
adquisicion de los experimentos de RMN de modo que utilizaron s6lo 3 minutos por cada
experimento, disminuyendo, por lo tanto el tiempo de analisis de manera considerable sin

perder informacion.
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Figura 23. Grafica de las areas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en
funcién de la concentracion de ciprofloxacino usada para E. coli ATCC 25922. El acido acético,
succinico y el etanol fueron producidos por la bacteria, la treonina es consumida por la misma.
Cuando la concentracion de ciprofloxacino es superior a 0,004 pg/ml no se detectdé ni consumo ni
produccion de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable.

1.1.4 Prueba de susceptibilidad de E. coli C1550 frente a ciprofloxacino

En la figura 24 se muestra los espectros de '"H RMN obtenidos del estudio de E. coli
C1550 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino. También se muestran los
espectros del control I (medio con bacteria sin antibidtico) y del control II (s6lo medio de

cultivo), denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19, respectivamente.
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Figura 24. Espectros de '"H RMN de las muestras de E. coli C1550 incubadas con ciprofloxacino
(las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los cambios en
la concentracion de metabolitos: la treonina del medio es consumida cuando las bacterias estan
activas; mientras que el acido succinico, acético y el etanol son resultado de la actividad
metabolica de las bacterias.

De acuerdo a la figura 24, la comparacion de los dos controles muestra diferencias en las
sefiales obtenidas en el rango entre 1,0 y 2,4 ppm. Al igual que en los casos anteriores, en
el espectro obtenido del analisis del control I se observa la presencia de acido succinico,
acido acético y etanol, mientras que en el control II solo se detecta la presencia de
treonina. Los espectros obtenidos con concentraciones menores de 512 pg/mL de
ciprofloxacino muestran la presencia de acido succinico, acido acético y etanol. Ademas,
cuando las concentraciones de ciprofloxacino fueron iguales o mayores de 512 pg/mL, se
detecto la presencia de treonina. En este caso, mediante 'H RMN se puede determinar que

la CMI corresponderia a la concentracion de 512 pg/mL.

Mediante observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucién se observé que
la CMI fue de 512 pg/mL (CMI >256 pg/mL (Rocha-Gracia, 2010)). Asi, los resultados
obtenidos mediante espectroscopia de '"H RMN concuerdan con los obtenidos de

visualizacion directa mediante macrodilucion.
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El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostré crecimiento bacteriano en las
placas con ciprofloxacino con concentraciones de 2048 y 1024 pg/mL, ambas incluidas.
Sin embargo, la placa correspondiente a una concentracion de 512 pg/mL de
ciprofloxacino mostré un crecimiento bacteriano del rango de 10° UFC/mL. Las muestras
restantes (de 256 a 64 pg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 10°-
10'"" UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano en las placas de agar

permitieron determinar, en este caso, una CMB de 1024 pg/mL.

De nuevo, la integracion de las areas de las sefales correspondiente de los espectros
permite realizar un andlisis de su evolucion. Al igual que en el caso anterior, la figura 25
muestra la evolucion en el tiempo de las areas de los picos correspondientes a los
metabolitos (4acidos succinico y acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en funcién de la
concentracion de ciprofloxacino usada para la cepa de E. coli. Los resultados obtenidos
del espectro muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio
para producir 4cido succinico, 4cido acético y etanol. La intensidad de estas sefales varia
de acuerdo al recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad
fue mayor en las muestras con concentraciones de ciprofloxacino menores que la CMI
(512 pg/mL). Ademas, la treonina solo aparece en el espectro de aquellas muestras con
concentraciones de ciprofloxacino mayor o igual a 512 pg/mL. También, se optimiz6 el
tiempo de adquisicion de los experimentos de RMN de modo que utilizaron so6lo 3
minutos por cada experimento, disminuyendo, por lo tanto, el tiempo de andlisis de

manera considerable sin perder informacion.
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Figura 25. Grafica de las areas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en
funcién de la concentracion de ciprofloxacino usada para E. coli C1550. El acido acético,
succinico y el etanol fueron producidos por la bacteria, la treonina es consumida por la misma.
Cuando la concentracion de ciprofloxacino es superior a 512 pg/ml no se detectd ni consumo ni
produccion de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable.

1.1.5 Prueba de susceptibilidad de E. coli C1550 frente a levofloxacino

En la figura 26 se muestra los espectros de '"H RMN obtenidos del estudio de E. coli
C1550 frente a diferentes concentraciones de levofloxacino. Ademds se muestran los
espectros del control I (medio con bacteria sin antibidtico) y del control II (s6lo medio de

cultivo), denominados “bacteria” y “medio” en la figura 19, respectivamente.
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Figura 26. Espectros de '"H RMN de las muestras de E. coli C1550 incubadas con levofloxacino
(las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los cambios en
la concentracion de metabolitos (la treonina del medio es consumida cuando las bacterias estan
activas; mientras que el acido succinico, acético y el etanol son resultado de la actividad
metabdlica de las bacterias).

De acuerdo a la figura 26, la comparacion de los dos controles muestra diferencias en las
sefiales obtenidas en el rango entre 0,9 y 2,3 ppm. En el espectro obtenido del anélisis del
control I se observa la presencia de acido succinico, 4acido acético y etanol, mientras que

en el control II se detecta la presencia de treonina.

El andlisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores de 64 pg/mL de
levofloxacino muestra la presencia de acido succinico, acido acético y etanol. Cuando las
concentraciones de levofloxacino fueron superiores o igual a 64 pg/mL se detectd la

presencia de treonina.

Mediante observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucién se observé que
la concentracion mas baja que inhibe completamente el crecimiento visible fue de 64
pg/mL (CMI: 64 pg/mL (Rocha-Gracia, 2010)). Estos datos también sugieren que los
resultados obtenidos mediante espectroscopia de 'H RMN concuerdan con los obtenidos

de visualizacion directa mediante macrodilucion.
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El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostré crecimiento bacteriano en las
placas con levofloxacino con concentraciones de 256 y 128 pg/mL, ambas incluidas. Sin
embargo, la placa correspondiente a la muestra con una concentracion de 64 pg/mL de
levofloxacino mostrd un crecimiento bacteriano del rango de 10° UFC/mL. Las muestras
restantes (32 a 4 pg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 10'°-10"

UFC/mL. Asi, en este caso, la CMB fue de 128 pg/mL.

Al igual que en los casos anteriores, la integracion de las areas de las sefiales
correspondiente de los espectros permite realizar un andlisis de su evolucion, asi la figura
27 muestra la evolucidon en el tiempo de las areas de los picos correspondientes a los
metabolitos (4cidos succinico y acético, y etanol) y al nutriente (treonina) en funcion de la
concentracion de levofloxacino usada para la cepa de E. coli. Los resultados obtenidos del
espectro muestran que E. coli es capaz de metabolizar los componentes del medio para
producir acido succinico, acido acético y etanol. La intensidad de estas sefales varia de
acuerdo al recuento bacteriano (UFC/mL) de las muestras, indicando que la intensidad
fue mayor en las muestras con concentraciones de levofloxacino menores que la CMI (64
pg/mL). Ademas, la treonina s6lo aparece en el espectro de aquellas muestras con
concentraciones de levofloxacino mayor o igual a 64 pg/mL. También se optimiz6 el
tiempo de adquisicion de los experimentos de RMN de modo que utilizaron s6lo 3
minutos por cada experimento, disminuyendo, por lo tanto, el tiempo de andlisis de

manera considerable sin perder informacion.
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Figura 27. Grafica de las areas de los picos correspondientes a los metabolitos o nutrientes en
funcién de la concentracion de levofloxacino usada para E. coli C1550. El 4cido acético,
succinico y el etanol fueron producidos por la bacteria, la treonina es consumida por la misma.
Cuando la concentracion de levofloxacino es superior a 128 pg/ml, no se detectd ni consumo ni
produccion de los metabolitos, lo que sugiere que la bacteria no es viable.

1.2 Experimentos con P. aeruginosa

1.2.1 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa ATCC 27853 frente a gentamicina

En la figura 28 se muestran los espectros de 'H RMN obtenidos del estudio de P.

aeruginosa ATCC 27853 frente a diferentes concentraciones de gentamicina.



Resultados

Figura 28. Espectros de 'H RMN de las muestras de P. aeruginosa ATCC 27853 incubadas con
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los
cambios en la concentracion de metabolitos. En este rango de 1,90 a 2,80 ppm s6lo se muestran
los metabolitos que aumentan su concentracion cuando hay actividad bacteriana (redondeados en
azul).

De acuerdo a la figura 28, al comparar los espectros de aquellas muestras con baja
concentracion de antibidtico, es decir con actividad bacteriana, con los que tienen una alta
concentracion de antibidtico, y por lo tanto, nula actividad bacteriana, se muestra alguna
diferencia apreciable en la region de 2,20 a 2,00 ppm. En el espectro obtenido del anélisis
de la muestra control sin antibiotico (muestra llamada “bacteria” en la figura 28) se
observa la presencia de unos metabolitos caracteristicos (no identificados) y que, como se
aprecia en la figura, estdn en mayor concentracion cuando hay actividad bacteriana. Por
su parte, en el experimento de la muestra control del medio se detecta la presencia de los
mismos metabolitos pero en concentraciones mucho menores, y que, por lo tanto, se

muestran asi cuando no hay actividad bacteriana.

Asi, el analisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores e iguales de 0,25
pg/mL de gentamicina se muestra la presencia de unos metabolitos, que no se han logrado
identificar, pero que estdn en mayor concentracion solo en esas muestras. Sin embargo,

cuando las concentraciones de gentamicina fueron mayores a 0,25 pg/mL, se detectd la
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presencia de los metabolitos en concentraciones mucho mas pequefias o casi
inapreciables. Este hecho sugiere que los metabolitos seleccionados aumentan cuando hay

actividad bacteriana.

Mediante observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucion se observé que
la concentracion mas baja de gentamicina que inhibe completamente el crecimiento
visible fue 0,5 pg/mL (CMI: 0,5-2 pg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos también sugieren
que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de '"H RMN concuerdan con los

obtenidos de visualizacion directa mediante macrodilucion.

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostré crecimiento bacteriano en las
placas con gentamicina con concentraciones de 0,5 pg/mL y superiores. Las muestras
restantes (0,25; 0,125 y 0,06 ng/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de

10'°-10" UFC/mL.

Para el anélisis mediante PCA se seleccionaron las partes del espectro que diferencian las
muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibidtico esta funcionando y
por otro, en las que las bacterias llevan a cabo su metabolismo habitual sin influencia del
antibiotico. Para ello, una vez realizado el apilamiento de los espectros, eliminamos
aquellas regiones que visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros

aparecen en la figura 29.
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Figura 29. Regiones de los espectros seleccionadas para el andlisis de PCA.

Para la realizacion del PCA se utiliza un tamaio de intervalo de 0,1 ppm y aplicando una
normalizaciéon (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribucion de componentes
principales con una CP1 con un peso relativo de 84,5% y un CP2 con un peso relativo de

9,6%.

Por ultimo, en la figura 30 se muestra la grafica de componentes principales que explica
el 94,1% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlacion positiva con
todas las muestras con alta concentracion de antibiotico, incluida la minima de las mismas
que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlacion negativa para las
muestras con una concentracion de antibiotico por debajo de la CMI. Esto permite de una
forma facil y visual analizar la accion del antibidtico en las diferentes concentraciones y
separar claramente en dos grupos aquellas muestras que estan por debajo de la CMI y

aquellas que estan en una concentracion igual o superior a la CMI.
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Figura 30. Analisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los
espectros de 'H RMN.

1.2.2 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa ATCC 27853 frente a

ciprofloxacino

En la figura 31 se muestran los espectros de 'H RMN obtenidos del estudio de P.

aeruginosa ATCC 27853 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino.
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Figura 31. Espectros de 'H RMN de las muestras de P. aeruginosa ATCC 27853 incubadas con
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien
los cambios en la concentracion de metabolitos. En este rango de 1,40 a 2,15 ppm sélo se
muestran los metabolitos aumentan su concentracion cuando hay actividad bacteriana
(redondeados en azul).

De acuerdo a las figura 31, al comparar los espectros de aquellas muestras con baja
concentracion de antibidtico, es decir con actividad bacteriana, con los que tienen una alta
concentracion de antibidtico, y por lo tanto nula actividad bacteriana, se muestra alguna
diferencia apreciable en la region de 1,90 a 1,75 ppm. En el espectro obtenido del analisis
de la muestra control sin antibiotico (llamado “bacteria” en la figura 31) se observa la
presencia de unos metabolitos caracteristicos (no identificados) y que estan en mayor
concentracion cuando hay actividad bacteriana, mientras que el experimento de la
muestra control del medio se detecta la presencia de los mismos metabolitos, pero en

menor concentracion cuando no hay actividad bacteriana.

Asi, el analisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores a 0,25 pg/mL de
ciprofloxacino muestra la presencia de unos metabolitos, que no se han logrado
identificar, pero que estan aumentados s6lo en dichas muestras. Sin embargo, cuando las

concentraciones de ciprofloxacino fueron mayores o iguales a 0,25 pg/mL, se detecto la
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presencia de los mismos metabolitos pero en menor concentracion. Este hecho sugiere

que los metabolitos seleccionados aumentan cuando hay actividad bacteriana.

Mediante observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucion se observéd que
la concentracion mas baja de ciprofloxacino que inhibe completamente el crecimiento
visible fue 0,25 pg/mL (CMI: 0,25-1 pg/mL (CLSI, 2016)). Estos datos también sugieren
que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de '"H RMN concuerdan con los

obtenidos de visualizacion directa mediante macrodilucion.

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostrd crecimiento bacteriano en las
placas con ciprofloxacino con concentraciones de 0,5 pg/mL y superiores. La muestra de
0,25 pg/mL mostré un crecimiento del rango de 10* UFC/mL, mientras que las restantes
(0,125 y 0,06 pg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 10°-10°
UFC/mL. Los datos obtenidos del recuento bacteriano en las placas de agar permitieron

determinar una CMB de 0,5 pg/mL.

Para el anélisis mediante PCA se seleccionaron las partes del espectro que diferencian las
muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibidtico esta funcionando y
en las que la bacteria realiza su metabolismo habitual sin influencia del antibidtico. Para
ello, una vez realizado el apilamiento de los espectros, eliminamos aquellas regiones que

visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros aparecen en la figura 32.
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Figura 32. Regiones de los espectros seleccionadas para el analisis de PCA.

Para la realizacion del PCA se utiliza un tamaio de intervalo de 0,2 ppm y aplicando una
normalizacion (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribucion de componentes
principales con una CP1 con un peso relativo de 86,9% y un CP2 con un peso relativo de

11,8%.

Por ultimo, en la figura 33 se muestra la grafica de componentes principales que explica
el 98,7% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlacion positiva con
todas las muestras con alta concentracion de antibiotico, incluida la minima de las mismas
que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlacion negativa para las
muestras con una concentracion de antibidtico por debajo de la CMI. Esto permite de una
forma facil y visual analizar la accion del antibidtico en las diferentes concentraciones y
separar claramente en dos grupos aquellas muestras que estan por debajo de la CMI y

aquellas que estan en una concentracion igual o superior a la CML
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Figura 33. Analisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los
espectros de 'H RMN.
1.2.3 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa W30 frente a ciprofloxacino

En las figuras 34 y 35 se muestran los espectros de 'H RMN obtenidos del estudio de P.

aeruginosa W30 frente a diferentes concentraciones de ciprofloxacino.
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Figura 34. Espectros de 'H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien
los cambios en la concentracion de metabolitos. En este rango de 7,35 a 6,75 ppm sélo se
muestran los metabolitos que aparecen cuando no hay actividad bacteriana (redondeados en rojo).
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Figura 35. Espectros de '"H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con
ciprofloxacino (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien
los cambios en la concentracion de metabolitos: los que aparecen cuando no hay actividad
bacteriana (redondeados en rojo) como los que aparecen cuando si hay actividad (redondeados en
azul).

De acuerdo a las figuras anteriores (34 y 35), al comparar los espectros de aquellas
muestras con baja concentracion de antibidtico, es decir con actividad bacteriana, con los
que tienen una alta concentracion de antibidtico, y por lo tanto nula actividad bacteriana,
se muestra alguna diferencia apreciable en la region de 7,35 a 6,75 ppm y 2,71 a 2,44
ppm. En el espectro obtenido del andlisis con concentraciéon de 1 pg/mL se observa la
presencia de unos metabolitos caracteristicos (no identificados) y que, por lo tanto,
aparecen cuando hay actividad bacteriana, mientras que el experimento con una
concentracion de 64 pg/mL se detecta la presencia de otros metabolitos, distintos a los
anteriores, y que tampoco se han logrado identificar, que aparecen cuando no hay

actividad bacteriana.

El andlisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores a 4 pg/mL de
ciprofloxacino muestra la presencia de unos metabolitos, que no se han logrado
identificar, pero que son caracteristicos solo de dichas muestras. Sin embargo, cuando las

concentraciones de ciprofloxacino fueron mayores o iguales a 4 ug/mL, se detectd la
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presencia de otros metabolitos, diferentes a los anteriores, y que solo aparecen en estas

muestras.

Mediante observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucion se observé que
la concentracion mas baja que inhibe completamente el crecimiento visible fue 4 pg/mL
(cepa de P. aeruginosa con resistencia a ciprofloxacino > 2 pg/mL (Estepa et al., 2017)).
Estos datos también sugieren que los resultados obtenidos mediante espectroscopia de 'H

RMN concuerdan con los obtenidos de visualizacidon directa mediante macrodilucion.

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostrd crecimiento bacteriano en las
placas con ciprofloxacino con concentraciones de 4 pg/mL y superiores. Las muestras
restantes (2 y 1 pg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de 10°-10"!

UFC/mL.

Para el analisis mediante PCA se seleccionaron las partes del espectro que diferencian las
muestras en dos grupos. Por un lado, aquellas en las que el antibidtico esta funcionando y
en las que la bacteria realiza su metabolismo habitual sin influencia del antibidtico. Para
ello, una vez realizado el apilamiento de los espectros, eliminamos aquellas regiones que

visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros aparecen en la figura 36.

Figura 36. Regiones de los espectros seleccionadas para el analisis de PCA.
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Para la realizacion del PCA se utiliza un tamafio de intervalo de 0,01 ppm y aplicando
una normalizacion (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribucion de
componentes principales con una CP1 con un peso relativo de 61,3% y un CP2 con un

peso relativo de 21,5%.

Por ultimo, en la figura 37 se muestra la grafica de componentes principales que explica
el 82,8% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlacion positiva con
todas las muestras con alta concentracion de antibidtico, incluida la minima de las mismas
que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlacion negativa para las
muestras con una concentracion de antibidtico por debajo de la CMI. Esto permite de una
forma facil y visual analizar la accion del antibidtico en las diferentes concentraciones y
separar claramente en dos grupos aquellas muestras que estan por debajo de la CMI y

aquellas que estan en una concentracion igual o superior a la CMI.

Figura 37. Analisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los
espectros de 'H RMN.
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1.2.4 Prueba de susceptibilidad de P. aeruginosa W30 frente a gentamicina

En las figuras 38 y 39 se muestran los espectros de '"H RMN obtenidos del estudio de P.

aeruginosa W30 frente a diferentes concentraciones de gentamicina.

Figura 38. Espectros de 'H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los
cambios en la concentracion de metabolitos: los que aparecen cuando no hay actividad bacteriana
(redondeados en rojo) como los que aparecen cuando si hay actividad (redondeados en azul).
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Figura 39. Espectros de 'H RMN de las muestras de P. aeruginosa W30 incubadas con
gentamicina (las concentraciones se muestran a la izquierda). En los espectros se aprecian bien los
cambios en la concentracion de metabolitos: los que aparecen cuando no hay actividad bacteriana
(redondeados en rojo) como los que aparecen cuando si hay actividad (redondeados en azul).

De acuerdo a las figuras anteriores (38 y 39), al comparar los espectros de las muestras
con baja concentracion en antibidtico, es decir con actividad bacteriana, con los que
tienen una alta concentracion de antibiotico, y por lo tanto nula actividad bacteriana se
observa alguna diferencia apreciable en la region de 3,32 a 2,84 ppm y 4,05 a 3,35 ppm.
En el espectro obtenido del analisis de la muestra con concentracion de gentamicina de 8
pg/mL se observa la presencia de unos metabolitos caracteristicos (no identificados) y
que, por lo tanto, aparecen cuando hay actividad bacteriana, mientras que en el de la
muestra con una concentracion de 64 ug/mL se detecta la presencia de otros metabolitos,
distintos a los anteriores, y que tampoco se han logrado identificar, y que aparecen
cuando no hay actividad bacteriana. Al igual que en el caso anterior, al no poder
identificar los metabolitos que sufren cambios se realizara posteriormente un andlisis de

PCA en regiones concretas de los espectros.

El analisis de los espectros obtenidos con concentraciones menores a 32 pg/mL de
gentamicina muestran la presencia de unos determinados metabolitos (no identificados)

pero que son caracteristicos solo de dichas muestras. Sin embargo, cuando las
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concentraciones de gentamicina fueron mayores o igual a 32 pg/mL, se detectd la
presencia de otros metabolitos diferentes a los anteriores y que solo aparecen en estas

muestras.

Mediante la observacion directa de la turbidez en los tubos de macrodilucion se observd
que la concentracion mas baja que inhibe completamente el crecimiento visible fue 32
ug/mL (cepa de P. aeruginosa con resistencia a gentamicina > 8 pg/mL (Estepa ef al.,
2017)). Del mismo modo que en los casos anteriores, estos datos también sugieren que los
resultados obtenidos mediante espectroscopia de 'H RMN concuerdan con los obtenidos

de visualizacion directa mediante macrodilucion.

El recuento bacteriano de las placas de cultivo no mostré crecimiento bacteriano en las
placas con gentamicina con concentraciones iguales y superiores a 32 pg/mL. Las
muestras restantes (16 y 8 pg/mL) mostraron un crecimiento bacteriano en el rango de

10°-10'° UFC/mL.

Nuevamente acudimos al analisis multivariante para confirmar los resultados anteriores.
Para ello, una vez efectuado el apilamiento de los espectros eliminamos aquellas regiones

que visualmente ofrecen una nula variabilidad. Dichos espectros aparecen en la figura 40.
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Figura 40. Regiones de los espectros seleccionadas para el analisis de PCA.

Para la realizacion del PCA se utiliza en esta ocasion un tamafio de intervalo de 0,05 ppm
y aplicando una normalizacion (sum) y un escalado de Pareto, obteniendo la distribucioén
de componentes principales con una CP1 con un peso relativo de 88,6% y un CP2 con un

peso relativo de 10,6%.

Por ultimo, en la figura 41 se muestra la grafica de componentes principales que explica
el 99,2% de la varianza de las muestras. La CP1 muestra una correlacion positiva con
todas las muestras con alta concentracion de antibiotico, incluida la minima de las mismas
que corresponde con la CMI. Sin embargo, muestra una correlaciéon negativa para las
muestras con una concentraciéon de antibiotico por debajo de la CMI. Esto permite
nuevamente de una forma facil y visual analizar la accién del antibiodtico en las diferentes
concentraciones y separar claramente en dos grupos aquellas muestras que estan por

debajo de la CMI y aquellas que estan en una concentracion igual o superior a la CML.
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Figura 41. Analisis de componentes principales derivado de las regiones seleccionadas de los
espectros de 'H RMN.

2. Estudios de cinética por RMN en E. coli ATCC 25922

Los experimentos llevados a cabo incubando directamente las muestras con E. coli ATCC
25922, en ausencia de antimicrobiano, en el tubo de RMN permitieron observar que la
senal de etanol aparece a las 3 horas y 40 minutos mientras que la senal de trenonina
desaparece a las 5 horas y 20 minutos (figura 42). Con estos datos se puede establecer que
la actividad bacteriana ocurre dentro del tubo de RMN y que el proceso metabdlico

comienza alrededor de las 3 horas y finaliza en torno a las 6 horas.
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Figura 42. Espectros apilados de "H RMN obtenidos de la incubacion de E. coli ATCC 25922.
En el espectro se pueden apreciar los cambios metabdlicos ocurridos en el proceso: el metabolito
treonina es consumido cuando las bacterias estan activas mientras que el etanol es un metabolito
producido por las bacterias.

Posteriormente se realizaron los mismos experimentos, directamente en tubos de RMN
pero en presencia de diferentes concentraciones de gentamicina. Asi, el analisis de las
muestras de E. coli ATCC 25922 con dos concentraciones de gentamicina inferiores a la
CMI (CMLI: 0,25-1 pg/mL (CLSI, 2016)), una concentracion de 0,06 pg/mL y otra de
0,125 pg/mL, se muestran en las figuras 43 y 44, respectivamente. En la muestra con una
concentracion de gentamicina de 0,006 ng/mL la sefial de etanol aparece a las 4 horas y
40 minutos, mas tarde que en la muestra sin antimicrobiano, y la misma sefial aparece aun
mas tarde, a las 8 horas y 40 minutos, en la muestra con concentracion de gentamicina de
0,125 pg/mL. De acuerdo al consumo de treonina la sefal desaparece mas lentamente a
medida que aumenta la concentracion de gentamicina. Asi, como ya se ha citado
anteriormente en los experimentos llevados a cabo incubando directamente las muestras
con E. coli en el tubo de RMN sin antimicrobiano, la sefial de treonina desaparece a las 5
horas y 20 minutos (figura 42), sin embargo, esta sefial desaparece a las 6 horas cuando la
concentracion de gentamicina en la muestra es de 0,06 pg/mL y a las 12 horas 20 minutos
en la muestra con concentracion de gentamicina de 0,125 pg/mL (figuras 43 y 44,

respectivamente).
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Figura 43. Espectros apilados de '"H RMN de la muestra de E. coli ATCC 25922 en presencia de
gentamicina a una concentracion de 0,06 pug/mL durante 20 horas.

Figura 44. Espectros apilados de 'H RMN de la muestra de E. coli ATCC 25922 en presencia de
gentamicina a una concentracion de 0,125 pg/mL durante 20 horas.
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3. Estudios metabolicos mediante RMN en Rickettsia spp.

3.1 Experimentos con '"H RMN

En la figura 45 se muestra el espectro unidimensional del medio de cultivo de las
muestras infectadas con R. slovaca y el espectro control que sélo contiene medio de
cultivo. Ambos espectros, tanto los cultivos celulares infectados con R. slovaca como los
no infectados, muestran la presencia de etanol y acido lactico. Ademas, la repeticion de
los experimentos mostr6 que la variacion de intensidades de las sefiales no son

representativas de la accion de R. slovaca.

Figura 45. Espectro de una dimensién de '"H RMN en el que se muestra la presencia de 4cido
lactico y etanol tanto en las muestras infectadas por R. slovaca como en las no infectadas. A)
Espectro del medio de cultivo celular infectado con R. slovaca. B) Espectro del medio celular no
infectado (control).

Al no encontrar diferencias significativas entre los espectros de '"H RMN del medio de
cultivo solo y el medio infectado con R. slovaca se decidié abordar otra metodologia
consistente en afadir un compuesto con marcaje isotopico para poder seguirlo por RMN

del correspondiente niicleo, *C RMN o "N RMN.
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3.2 Experimentos con "C RMN

Se decidié comenzar por el is6topo 13 del carbono ya que es facil de seguir mediante '*C
RMN y ademads hay bastantes compuestos disponibles de forma comercial. La figura 46
muestra el espectro de una dimension de >C RMN del medio de cultivo de la muestra
infectadas con R. slovaca y el espectro del control que de la muestra que sélo contiene
medio de cultivo, ambas muestras suplementadas con D-[1-13C]glucosa. No se observan
diferencias en los perfiles metabolicos de ambos espectros, tanto si la muestra esta
infectada con R. slovaca, como si no lo esta, cuando se analizan mediante 3C RMN.

Ademas, la glucosa se transforma en etanol en ambas muestras.

Figura 46. Espectro de una dimensién de °C RMN de las muestras suplementadas con D-[1-
13C]glucosa. A) Medio de cultivo de células infectadas con R. slovaca en presencia de D-[1-
13C]glucosa. B) Espectro del medio de las células no infectadas suplementadas con D-[1-
13C]glucosa.

Dado que la D-[1-13C]glucosa no permitié observar diferencias entre las muestras
infectadas por R. slovaca y las no infectadas, se probd a adicionar a las muestras otros
sustratos con objeto de observar si su metabolismo era capaz de diferenciar la accion del
cultivo celular de la accién de las rickettsias. Para ello se utilizaron diferentes

aminoacidos marcados.

Se comenzo con la adicion de glicina marcada en el carbono 2 ([2-13C]glicina). La figura

47 muestra el espectro de una dimension de °C RMN del medio de cultivo de R. slovaca
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y el espectro del que s6lo contiene medio, ambos suplementados con [2-13C]glicina.
Ademas se muestran los espectros obtenidos de esas mismas muestras pero sin adicion de
glicina. En este caso, los espectros muestran diferencias entre ellos. Como se puede
observar en la figura 47, la glicina se transforma parcialmente a serina s6lo en los cultivos
en los cuales se ha adicionado. Ademas, la cantidad de serina formada es
significativamente mayor en los cultivos infectados con R. slovaca. La identificacion de
serina se realizd mediante la adicion de la misma y el desplazamiento de las senales

obtenidas.
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Figura 47. Espectros de una dimension de °C RMN de las muestras con medio del cultivo celular
infectado con R. slovaca y sin infectar en presencia y ausencia de [2-13C]glicina y serina. A)
Espectro del medio del cultivo celular suplementado con [2-13C]glicina. B) Espectro obtenido de
la muestra que s6lo contenia medio del cultivo celular. C) Espectro del medio del cultivo celular
infectado con R. slovaca en presencia de [2-13C]glicina y serina. D) Espectro del medio del
cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de [2-13C]glicina. E) Espectro del medio del
cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de serina pero sin [2-13C]glicina. F)
Espectro del medio del cultivo celular infectado con R. slovaca sin [2-13C]glicina.

Otro aminoacido que se probd como sustrato fue L-[2-13C]leucina. En el anélisis de los
perfiles metabolicos obtenidos de los espectros de las muestras infectadas con R. slovaca

y sin infectar suplementadas con L-[2-13C]leucina no se observan diferencias (figura 48).
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Si bien es cierto que, no se observan diferencias en la presencia de nuevos metabolitos
sino solo en las intensidades de algunas sefiales, este hecho es dificilmente asignable a la

infeccion por R. slovaca.

Figura 48. Espectros de una dimension de C RMN de las muestras en presencia de L-[2-
13C]leucina. A) Espectro del medio de cultivo celular no infectado suplementado con L-[2-
13C]leucina. B) Espectro de medio del cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de L-
[2-13C]leucina.

Otro de los aminodcidos empleados para llevar a cabo este tipo de experimentos fue L-[1-
13Clisoleucina. En la figura 49 se muestran los espectros de los medios de cultivo de las
muestras infectadas y sin infectar por R. slovaca suplementadas con L-[1-13Clisoleucina.
El anélisis de los perfiles metabdlicos de dichos espectros permite observar que, sélo en
la muestra infectada con la bacteria se produce una transformacion parcial del aminoécido

a otros metabolitos.
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Figura 49. Espectros de una dimension de C RMN de las muestras de los cultivos infectados y
no infectados con R. slovaca en presencia de L-[1-13Cl]isoleucina y de la muestras control sin el
aminoacido. A) Espectro del medio de cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de L-
[1-13C]isoleucina. B) Espectro del medio de cultivo celular suplementado con L-[1-
13Clisoleucina. C) Espectro del medio del cultivo celular infectado con R. slovaca sin adicion de
aminoacido.

3.3 Experimentos con °’N RMN

Otro de los aminoacidos empleados fue L-[15N]tirosina. En la figura 50 se muestran los
espectros de muestras infectadas con R. slovaca y sin infectar suplementadas L-
[15N]tirosina. En analisis de sus perfiles metabolicos no permitié observar diferencias

entre ellos.
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A) Cultivo celular en presencia de tirosina

B) Cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de tirosina
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Figura 50. Espectros de una dimension de "N RMN de las muestras suplementadas con L-

[15N]tirosina. A) Espectro del medio de cultivo celular suplementado con L-[15N]tirosina. B)

Espectro de la muestra del medio del cultivo celular infectado con R. slovaca en presencia de L-
[15N]tirosina.
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En esta memoria se presentan resultados originales del estudio de la susceptibilidad de
bacterias a antimicrobianos mediante la técnica de RMN. Ademas, se muestran resultados

preliminares de la utilizacion de la RMN en el estudio del metabolismo de Rickettsia spp.

Desde hace afios la espectroscopia de RMN ha sido utilizada para explorar vias
metabolicas (Brown et al., 1977; Chalk et al., 1994; Ramos et al., 1994; Gadian, 1995;
Viant et al., 2003; Lenz et al., 2003; Lenz et al., 2004; Subramanium et al., A, 2005;
Ranjan et al., 2006; Avenoza et al., 2006; Gupta et al., 2011; Gupta et al., 2012b; Garcia-
Alvarez et al., 2013; Calvani ef al., 2014; Rae, 2014; Larive et al., 2015; Garcia-Alvarez
et al., 2016; Markley et al., 2017) y también para el estudio de susceptibilidad a
antifingicos y para la identificacion de microorganismos sin gran repercusion en la
literatura cientifica (Gupta et al., 2005; Coen et al., 2006; Gupta et al., 2006; Plummer et
al., 2007; Gupta et al., 2009; Gupta et al., 2012b). Sin embargo, hasta el momento, esta
técnica no ha sido utilizada para el estudio de sensibilidad a antimicrobianos en bacterias.
El desarrollo y adaptacion de esta técnica para este fin ha requerido de su puesta a punto
para que los resultados obtenidos pudieran ser validados mediante la comparacion con las
técnicas habituales. Asi, los estudios preliminares que se presentan en esta Tesis avalan la
posibilidad de convertir la espectroscopia de RMN en una nueva alternativa para el

estudio de la susceptibilidad a antimicrobianos.

Este proyecto de investigacion nacid de la hipdtesis de que conocer las rutas metabolicas
mediante RMN de los microorganismos de dificil cultivo, como Rickettsia spp., permitiria
conocer la susceptibilidad de las mismas a antimicrobianos y/o el desarrollo de nuevas
dianas terapéuticas. No obstante, parecia pertinente primero validar la técnica en bacterias
bien conocidas mediante técnicas convencionales. Asi, para la puesta a punto, se eligieron
cepas de referencia de bacterias comunes, ampliamente estudiadas, como E. coli y P.
aeruginosa. Los primeros pasos se dieron en un trabajo realizado previo al desarrollo de
esta Tesis mediante el cual se estudi6 el metabolismo de E. coli en diferentes medios de
cultivo (Garcia-Alvarez, 2010). Estos estudios permitieron ver diferentes metabolitos en
funcion de los medios de cultivo utilizados pero, dado que el medio de cultivo utilizado
por los métodos estandarizados era MH (CLSI, 2016), se decidié que los estudios que se
incluyen en esta Tesis se realizaran con dicho medio. Para poder determinar mediante
RMN Ia sensibilidad a los antimicrobianos de las bacterias habituales estudiadas, ha sido
necesario determinar los metabolitos producidos por las bacterias asi como los

consumidos por las mismas mediante la comparacion de espectros de diferentes muestras.
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Los metabolitos son los reactivos (sustratos y productos) de las reacciones bioquimicas
que ocupan todos los aspectos de la vida como el desarrollo, el crecimiento, la
reproduccion y la bioenergética (Gupta et al., 2012b). Para ello, en primer lugar, ha sido
necesario el estudio de los dos controles preparados en todos los experimentos (ambos sin
antimicrobiano): uno compuesto unicamente por el medio de cultivo y otro con el medio
de cultivo en presencia de la bacteria a estudio. La comparacion entre ambos permite
determinar cuéles son los metabolitos producidos por las bacterias y que, por lo tanto, no
estan presentes en las muestras que no contienen microorganismos, con los metabolitos
consumidos por las bacterias presentes en el medio de cultivo en ausencia bacteria y que,
por lo tanto, no estan presentes en las muestras que contienen el microorganismo. Una
vez conocidos los espectros de ambos controles se puede llevar a cabo los estudios de
sensibilidad a antimicrobianos de una manera sencilla. Asi, las muestras con la bacteria
objeto de estudio incubadas en presencia de diferentes concentraciones de antimicrobiano
permite distinguir si hay actividad bacteriana o no, es decir, consumo o produccion de
metabolitos por parte de las bacterias. Aquellas muestras con concentraciones de
antimicrobiano cuyos espectros sean iguales al espectro del control sin bacteria, seran
clasificadas como concentraciones inhibitorias del farmaco ya que no habran permitido el
crecimiento (metabolismo) bacteriano, ni producir metabolitos nuevos, ni consumir los
del medio. De este modo, el espectro de la concentracion més baja de farmaco que inhiba
el crecimiento de la bacteria ha sido determinado como la CMI. Sin embargo, todas las
muestras con concentraciones de antimicrobiano cuyos espectros fueron iguales al
espectro del control con bacteria, se han clasificado como concentraciones subinhibitorias
del farmaco por haber permitido el crecimiento bacteriano, y por lo tanto, la produccion
de metabolitos nuevos y el consumo de los del medio. Para evitar la variabilidad inter-

experimento se decidid que todos los analisis se realizaran por triplicado.

Asi, de acuerdo a lo ya comentado, los andlisis realizados con las bacterias habituales
cuyas CMI son conocidas por pruebas de sensibilidad estandarizadas, han permitido
validar el uso de la espectroscopia de RMN en estudios de susceptibilidad a

antimicrobianos.

E. coli es una bacteria aerdbica facultativa capaz de fermentar azicares mediante un tipo
de fermentacion acido mixta en una mezcla de compuestos diferentes entre los que se
encuentran los dcidos acético y succinico, entre otros, y el etanol (Schlegel HG, 1995;

Arita M, 2004; Todar K; 2006; Castano-Cerezo et al., 2009). Las diferencias en las
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intensidades de los picos correspondientes a dichos metabolitos que se observan en los
espectros obtenidos, han permitido determinar la CMI de gentamicina, ciprofloxacino y
levofloxacino en dos cepas de E. coli (ATCC 25922 y C1550) usando la técnica de RMN.
De este modo, el consumo del aminoacido treonina, presente en el medio de cultivo, se
interrumpe cuando se alcanza la CMI. Es bien conocido que el aminoacido treonina esta
involucrado no solo en el metabolismo de E. coli sino también en su regulacion, siendo
uno de los aminoacidos que la bacteria cataboliza rapidamente (Chan y Newman, 1981;
Sawers, 1998). Por lo tanto, se supone que el acido succinico, el acido acético y el etanol
son metabolitos producidos por E. coli mientras que la treonina es un metabolito
consumido por dicha bacteria. Estos datos indican asi que la actividad microbiana cesa
para E. coli ATCC 25922 cuando la concentracion de gentamicina es de 0,5 pg/mL y la
de ciprofloxacino de 0,004 pg/mL, y cuando la concentracion de ciprofloxacino y

levofloxacino es de 512 y 64 ng/mL, respectivamente, para la cepa C1550.

Una ventaja del uso de la RMN frente al método convencional, es qué, a pesar de que el
tiempo utilizado para llevar a cabo los experimentos de RMN fue el mismo, el uso de la
RMN permite observar el metabolismo bacteriano, asegurando la no viabilidad de las
bacterias cuando se alcanza la CMI. Ademas, el uso de la RMN ofrece la posibilidad de
determinar el recuento bacteriano de forma mas rapida que con el método de referencia
mediante la integracion de las sefiales. Cabe destacar que, aunque al realizar el recuento
de bacterias viables en las placas en las que se sembraron de las muestras con
concentracion de antimicrobiano equivalente a la CMI se observa crecimiento bacteriano
(E. coli ATCC 25922 con gentamicina 0,5 pg/mL: 10° UFC/mL, y con ciprofloxacino
0,004 pg/mL: 10> UFC/mL. E. coli C1550 con ciprofloxacino 512 pg/mL: 10° UFC/mL,
y con levofloxacino 0,004 pg/mL: 10° UFC/mL) la "H RMN no detecta metabolismo
bacteriano en esos rangos. Estos resultados sugieren que 10° UFC/mL para E. coli ATCC
25922 con gentamicina y 10> UFC/mL con ciprofloxacino, y 10° y 10° UFC/mL para E.
coli C1550 con ciprofloxacino y levofloxacino, respectivamente, podrian estar en el
limite de deteccion del espectrometro de RMN usado en nuestros experimentos o ser este
el limite en el cual la concentracion bacteriana activa el metabolismo (Garcia-Alvarez et

al., 2015a).

Existe una compleja relacion entre las concentraciones de antimicrobiano y las tasas de
crecimiento y muerte bacterianas. Esta relacion funcional, denominada farmacodinamica,

es un parametro importante en el disefio racional de los protocolos para un tratamiento



Discusidn

antibidtico eficaz (Regoes et al., 2004). El comportamiento bacteriano frente a distintas
concentraciones de antibidtico, por lo general, suele examinarse mediante el uso de
curvas de muerte o de crecimiento. Las curvas de muerte o crecimiento pueden usarse
para estudiar los efectos anti-infecciosos mediante modelos in vitro, con la ventaja de
proporcionar una informaciéon mas detallada sobre el curso en el tiempo del efecto
antibacteriano (Chalkley y Koornhof, 1985; Mueller et al., 2004). Por su parte, como
hemos demostrado con los experimentos realizados, la RMN es una técnica excelente
para estudiar el curso de la evolucion de un proceso biolodgico mediante el seguimiento
del metabolismo bacteriano, y de como este metabolismo puede ser afectado por
diferentes concentraciones de antimicrobiano. Ademas, estos estudios pueden realizarse
en poco tiempo, tal y como se ha demostrado, con la realizacion de experimentos

directamente en tubos de RMN (Garcia-Alvarez et al., 2015a).

Los experimentos con E. coli ATCC 25922 realizados, desde el inicio, en el tubo de RMN
permiten observar la evolucion del metabolismo de la bacteria y permiten evaluar el
comportamiento cinético de E. coli en presencia de gentamicina. Dicho metabolismo es
capaz de detectarse en menos de 6 horas (la sefial de etanol aparece a las 3 horas y 40
minutos mientras que la sefal de trenonina desaparece a las 5 horas y 20 minutos). Esos
resultados dieron lugar a la posibilidad de evaluar la efectividad del antimicrobiano
gentamicina directamente en dicho tubo. A pesar de que la adicion de antimicrobiano a
las muestras ralentiza el metabolismo bacteriano permite detectar la CMI en un periodo
de unas 12 horas. Ademads, como se puede ver con los espectros mostrados en el apartado
de resultados, es muy fécil seguir el crecimiento bacteriano usando la RMN. Teniendo en
cuenta que los estudios que utilizan cinética de muerte o crecimiento son costosos en
términos econdmicos y de tiempo, y que no se realizan habitualmente en laboratorios de
rutina, este enfoque novedoso mediante el uso de la RMN podria convertir a esta técnica
en una herramienta poderosa para el estudio de agentes antimicrobianos (Garcia-Alvarez

etal.,2015a).

P. aeruginosa es una bacteria gram negativa, aerobia obligada que presenta metabolismo
respiratorio, nunca fermentativo, capaz de producir aerdbicamente pequeias cantidades
de acido procedentes de la glucosa. Esta bacteria es capaz de utilizar una gran variedad de
compuestos organicos entre los que se encuentran diferentes azlcares, acidos grasos,
acidos dicarboxilicos y tricarboxilicos, alcoholes, polialcoholes, glicoles, compuestos

aromaticos, aminoacidos y aminas, ademds de otros. P. aeruginosa también es capaz de
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metabolizar la glucosa por la ruta de Entner-Doudoroff, una via metabdlica alternativa
que cataboliza glucosa a piruvato usando unos enzimas diferentes a la ruta de las pentosas
fosfato y a la glucolisis, en la que son clave las enzimas 6-fosfogluconato deshidrasa y la
cetodesoxiglucosa-fosfato aldolasa (Madigan et al., 2016). Parte del piruvato también
puede convertirse en acido acético mediante la enzima acetato kinasa (Auriol et al., 1971)
o incluso mediante la actividad de aldehido deshidrogenasa ligada a NAD" (Nosova et
al., 1996). Con los experimentos realizados a lo largo de esta Tesis no hemos sido
capaces de identificar los metabolitos observados en los espectros. No obstante, se
observa la presencia de ciertos metabolitos cuando no hay actividad por parte de P.
aeruginosa y de otros metabolitos distintos cuando si hay actividad bacteriana. En este
sentido cabe destacar dos aspectos relativos a los metabolitos presentes en los espectros
de muestras con y sin actividad de P. aeruginosa. Por un lado, estos metabolitos son
diferentes a los que se observan en el caso de E. coli. No aparecen ni el acido succinico,
ni el acido acético, ni el etanol, y tampoco desaparece la treonina. Esto implica un
metabolismo diferente de este tipo de bacterias, al menos, en este medio de cultivo
concreto. Por otro lado, no ha sido posible identificar los metabolitos que sufren cambios
por la presencia de P. aeruginosa. Esto se debe a que la caracterizacion de los mismos por
RMN, en una mezcla compleja, no esta exenta de dificultad y como ocurre en este caso,
estos metabolitos no estan en una concentracion elevada, lo que dificulta su resolucion.
Este hecho también dificulta la posibilidad de que experimentos bidimensionales puedan
ser adecuados. Ademas, no tienen un desplazamiento que pueda ser asignado a

compuestos conocidos.

En un contexto amplio los andlisis metabolomicos por RMN se pueden dividir en un
andlisis dirigido y en un andlisis no dirigido. Basicamente en el andlisis dirigido se
conocen los metabolitos que se quieren estudiar y se puede realizar un andlisis especifico
de los mismos. Sin embargo, otras veces no se conocen ni se pueden determinar las
moléculas que estdn siendo afectadas por el metabolismo, como es el caso de los
experimentos realizados en este trabajo con P. aeruginosa. Ante esta situacion, el andlisis
y el estudio se fundamentan en comparar patrones de espectros. Como ayuda a este tipo
de andlisis se pueden utilizar herramientas estadisticas que permitan resolver problemas
como la diferenciacion de espectros. En este caso se ha utilizado la herramienta
estadistica PCA implementada en el propio programa de tratamiento de espectros

MestReNova (Mestrelab Research). Cabe indicar que estos analisis de PCA pueden
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suponer una importante automatizacion del andlisis de susceptibilidad antimicrobiana
mediante el empleo de la 'H RMN. Los experimentos realizados con P. aeruginosa
muestran la potencialidad de esta combinacion de técnicas, pero son estudios iniciales que
tendran que ser corroborados con mas tipos de bacterias y antibidticos, y con mas niimero
de experimentos en cada caso para poder tener datos verdaderamente significativos y

robustos.

Como se ha comentado anteriormente, aunque en los experimentos realizados con P.
aeruginosa los metabolitos no han podido ser identificados, al igual que en el caso de E.
coli, las diferencias en los mismos que se observan en los espectros, han permitido
determinar la CMI de la bacteria a gentamicina y ciprofloxacino usando la espectroscopia
de RMN. Al igual que como ocurria para E. coli, la 'H RMN no detecta metabolismo
bacteriano en P. aeruginosa ATCC 27853 frente a ciprofloxacino cuando el recuento
bacteriano es de 10* UFC/mL, lo que sugiere que 10* UFC/mL podria estar en el limite de
deteccion del espectrometro de RMN usado en nuestros experimentos o ser este el limite

en el cual la concentracion bacteriana activa el metabolismo.

Una vez aclarados los anteriores puntos, se puede concluir firmemente que Ia
espectroscopia de RMN es capaz de detectar la CMI correctamente. Por ello, la técnica de
RMN puede convertirse en una herramienta muy util para el estudio de microorganismos
que no crecen en los medios de cultivo habituales, para bacterias cuyo metabolismo no es
bien conocido, y para aquellos agentes bacterianos para los que no se disponga de test de
sensibilidad frente a antimicrobianos estandarizados. Ademas, el apoyo de herramientas

estadisticas puede automatizar y facilitar la obtencion de resultados.

Volviendo a la idea primitiva de la utilizacion de la RMN para el estudio de bacterias de
dificil cultivo, se realizaron los experimentos para el estudio del metabolismo de una
Rickettsia spp., en este caso R. slovoca. Estas bacterias son intracelulares y, por lo tanto,
no crecen en los medios de cultivo habituales sino que requieren de cultivos celulares,
hecho que supone una gran limitacion para el estudio de su metabolismo al tener las
células en las que crece su propio metabolismo. Debido a que no se observaron
diferencias en el metabolismo de las muestras infectadas con R. slovaca y en el de las no
infectadas mediante "H RMN, se decidi6 trabajar con marcaje isotopico en determinados
compuestos y para seguir su evolucién mediante °C RMN o "N RMN. Asi, en los

experimentos realizados en R. slovaca con D-[1-13C] glucosa no se detectan metabolitos
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derivados de la misma, lo que sugiere que D-[1-13C] glucosa no es un buen predictor
para seguir el metabolismo de estas bacterias. Sin embargo, este compuesto esta
implicado en el metabolismo celular independiente de la infeccion por R. slovaca. Estos
resultados podrian confirmar que la glucosa no es sustrato metabolico de las rickettsias
(Bovarnick y Snyder, 1949; Weiss, 1973). Se cree que estas bacterias no catabolizan la
glucosa, por la falta de la permeasas adecuadas, de algunas enzimas glucoliticas o por la
totalidad del sistema glucolitico (Weiss, 1973). De acuerdo a los experimentos realizados
tras la adicion de glicina ([2-13C]glicina), se observa un pico de serina que aparece
solamente en las muestras suplementadas con dicho aminoacido. Este hecho sugiere que
R. slovaca y/o las células Vero tienen capacidad para transformar glicina en serina. No
obstante, se debe destacar que la cantidad de serina formada fue mayor cuando las células
estaban infectadas. Este hallazgo podria deberse a la presencia de una enzima implicada
en la transformacion. Segun Austin y cols,, la actividlad de la serina
hidroximetiltransferasa (SHMT) bacteriana podria proporcionar un mecanismo para
interconvertir glicina y serina (Austin et al., 1987). Esta interconversion de glicina y
serina catalizada por la SHMT rickettsial favorece la disponibilidad de ambos
aminoacidos para el crecimiento de la bacteria (Austin et al., 1987). Por lo tanto, la
glicina si podria servir como biomarcador para determinar el metabolismo de esta bacteria
aunque no seria especifico, ya que esta via es utilizada por muchas otras bacterias
(Garcia-Alvarez et al., 2015b). También se realizaron experimentos con otros
aminoacidos marcados como la leucina y la tirosina (L-[2-13C]leucina y L-
[15N]tirosina). Con estos experimentos se observo que ninguno de ellos era metabolizado
por R. slovaca. Esto se podria explicar porque las rickettsias no contienen transaminasas
para el metabolismo de leucina o tirosina (Hopps et al., 1956). Sin embargo, cuando se
analizaron las muestras que contenian el aminoacido isoleucina (L-[1-13C]Jisoleucina),
solo las muestras infectadas con R. slovaca mostraron una transformacion del aminoacido
a un metabolito que no se ha podido identificar. En el espectro de muestras infectadas
aparecen dos sefiales nuevas que, aunque son pequefias, son significativas. La isoleucina,
marcada en el carbonilo, probablemente se metaboliza para dar derivados con estructura
cetoacidica por desaminacion oxidativa. Sin embargo, la adicion externa de este cetodcido
no confirma su presencia. Por esta razon, se requieren mas estudios para identificar
correctamente este compuesto y evaluar el papel real del aminoacido isoleucina en el
metabolismo de Rickettsia spp.. De hecho, los procesos de descarboxilacion podrian dar

lugar a la incorporacion del carbono marcado en otros procesos metabdlicos que hay que
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estudiar. En este caso el marcaje isotdpico en el aminoacido tiene lugar en el carbono
carboxilico, por lo que la correspondiente descarboxilacion y generacion de dioxido de
carbono (CO;) marcado puede introducir éste CO, en otros procesos metabolicos

exclusivos de R. slovaca. (Garcia-Alvarez et al., 2015b).

Para encontrar un buen predictor del metabolismo de Rickettsia spp. es crucial entender
su bioquimica enddgena, sus necesidades de crecimiento y llevar a cabo estudios de
susceptibilidad antimicrobiana. Por ello, aunque se han demostrado las posibilidades que
ofrece la técnica de RMN, tenemos que controlar en futuros estudios las debilidades de la
metodologia. Una debilidad es el desconocimiento del metabolismo de la mayoria de los
aminoacidos en las Rickettsia spp.. Por otro lado, el empleo de aparatos de RMN de
mayor campo aumentarian la sensibilidad. Es posible que nuevos estudios con otros
compuestos marcados con *C puedan servir también como indicadores de la prediccion

del metabolismo de R. slovaca.

El analisis mediante RMN de susceptibilidad a antimicrobianos en Ricketssia spp. esta
suponiendo un gran trabajo y todavia no hemos podido determinar marcadores
especificos para esta bacteria. En estudios previos a la realizaciéon de esta Tesis se
llevaron a cabo pruebas de susceptibilidad con doxiciclina y amoxicilina en especies de
Rickettsia mediante '"H RMN (Garcia-Alvarez, 2010). A pesar de que se identificaron
sefales de acido lactico, acido succinico y etanol, no se ve un patrén claro en todas las
muestras que indique diferencias en el crecimiento bacteriano como en el caso de E. coli
o de P. aeruginosa. Por ello, la incorporacion de compuestos metabolizados por las
rickettsias, como es el caso de isoleucina, abre una puerta en este terreno. Los metabolitos
que producen pueden servir, en un futuro, como marcadores para estudios de su
susceptibilidad a antimicrobianos. En la actualidad se sigue trabajando en su

interpretacion.

Tras la realizacion de estos experimentos, y una vez validada la técnica de RMN para
conocer la susceptibilidad a antimicrobianos, de al menos ciertas bacterias, quedan
muchos interrogantes y experimentos que realizar antes de su incorporacion a la rutina de
los laboratorios de microbiologia clinica. Dado que la aplicacion de la RMN a cultivos
bacterianos permite detectar cualitativa y cuantitativamente los metabolitos producidos
por los microorganismos, queda la tarea de realizar una libreria de datos que permita de

forma rapida identificar las sefiales correspondientes al metabolismo bacteriano. A largo
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plazo, la creacion de estas librerias de datos podria permitir incluso identificar por RMN
bacterias directamente a partir de muestras clinicas mediante los productos especificos del
metabolismo de una manera relativamente facil y rapida en comparacion con los métodos
convencionales. Ademas, la implementacion de métodos estadisticos puede ayudar a la

automatizacion del proceso y favorecer la interpretacion de los resultados.

A lo largo del tiempo han sido muchos los métodos que se han utilizado para
identificaciéon bacteriana. Entre ellos destacan la espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier u otros basados en técnicas colorimétricas o fotométricas
(Pezzlo, 1983; Pfaller y Koontz, 1985; Yu y Irudayaraj, 2005). Sin embargo, estas
técnicas han mostrado una aceptacion clinica limitada, de ahi la necesidad de desarrollar
un método rapido, sencillo y sensible para la identificacién de bacterias (Gupta et al.,
2012b). Utilizando la "H RMN con un enfoque metabélico se ha logrado la identificacion
y cuantificacion de aislados de E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa y P. mirabilis en
muestras de orina de pacientes con infeccion del tracto urinario (ITU) de forma mas
rapida que utilizando los métodos de cultivo tradicionales. Para el diagnostico clinico de
las ITU por bacterias habituales se requiere de hasta casi 24 horas de incubacion para
obtener un recuento preciso de colonias, ademas de otras 12-24 horas necesarias para la
identificacion del microorganismo y las pertinentes pruebas de sensibilidad a
antimicrobianos, con el consecuente retraso en la instauracion del tratamiento
antimicrobiano que ello conlleva (Casadevall, 1996; Pappas, 1991; Gupta et al., 2005).
Sin embargo, la identificacion de microorganismos causantes de ITU mediante RMN ha
logrado realizarse en hasta 6-7 horas una vez obtenida la colonia, previo aislamiento de
los microorganismos presentes en muestra, y conocido el espectro metabolico de las
principales bacterias causantes de ITU (Gupta et al., 2012; Gupta et al., 2005). El uso de
la RMN para la exploracion de perfiles metabolicos en orina proporciona un enfoque
alternativo para la deteccion e identificacion de ITUs (Gupta et al., 2009; Gupta et al.,
2012b; Gupta A et al., 2012a; Gupta et al., 2005). Queda por explorar la aplicacion

directa de la RMN en muestras clinicas para la identificacion de especies bacterianas.

A pesar de que la RMN se ha aplicado de manera efectiva para estudios de sensibilidad en
hongos (Coen et al., 2006; Plummer et al., 2007) hasta la fecha de finalizacion de esta
Tesis no se ha publicado por otros autores ningun articulo referente a la aplicacion de la
RMN para estudios de susceptibilidad a antimicrobianos en bacterias. La aplicacion de

RMN para la determinacion de la susceptibilidad a antimicrobianos constituye una
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técnica rapida y reproducible. Actualmente, las técnicas disponibles para estudios de
sensibilidad a antimicrobianos para bacterias que no crecen en medios de cultivo
estandar, aun no son robustos. Ademads, y a pesar del hecho de que muchas de estas
bacterias, como las rickettsias, no han adquirido todavia mecanismos de resistencia a los
antimicrobianos utilizados en la practica clinica, la adquisicion de los mismos es
inherente a casi todas las bacterias. El desarrollo de un método eficaz para garantizar el
tratamiento adecuado a utilizar, ayudaria a combatir este futuro problema. En todo caso,
queda patente, que la espectroscopia de RMN es una herramienta adecuada para ser
considerada como una alternativa a los métodos que muestran dificultades tanto en la

precision como en la reproducibilidad.

Los costes de la utilizacion de la espectroscopia de RMN para estudios de sensibilidad a
farmacos antimicrobianos son relativamente altos en comparacion con los métodos
tradicionales, y pueden ser innecesarios para estudios en bacterias habituales. Sin
embargo, esta inversion, que puede parecer alta inicialmente, reduciria los costes a largo
plazo, ya que so6lo se necesitard un experimento para evaluar la sensibilidad a los
farmacos antimicrobianos de todas las bacterias presentes, ventaja importante para todos
los laboratorios. Ademas, la posibilidad de automatizacién del sistema minimizaria el
tiempo de operacion. Los costes de la espectroscopia de RMN, incluyendo el hardware y
software de instalacion, son relativamente altos, pero a largo plazo también se ven
disminuidos debido a la reduccién de tiempo del operador, el precio de los reactivos, el
bajo mantenimiento, y las pequeiias cantidades necesarias por muestra en comparacion
con los métodos convencionales o con métodos basados en biologia molecular (Coen et
al., 2006; Plummer et al., 2007). Ademas, el uso de muy pocos reactivos, baratos, permite
utilizar esta técnica en los laboratorios clinicos, de manera similar a como se utiliza para
el andlisis de alimentos en centros de referencia. Por otro lado, la nueva tecnologia de
imanes de campo bajo que pueden estar en las poyatas de los laboratorios puede
proporcionar una gran oportunidad para introducir la metodologia de la RMN en la rutina

diaria.

En cierta manera, la espectroscopia de RMN puede compararse con la espectrometria de
masas MALDI-TOF, ampliamente introducida en los ultimos afios en los laboratorios de
microbiologia. Ambas son técnicas con unos costes iniciales de equipamiento altos, pero

que a largo plazo suponen un gran ahorro econdémico y de tiempo. La diferencia principal
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entre ellas radica en que la espectroscopia de RMN no es una técnica destructiva lo que
permite realizar mediciones dindmicas y de concentraciones y, ademas, la misma muestra
puede ser utilizada tantas veces que sea necesaria. La preparacion de muestras para su
estudio por RMN requiere aun de menos procesamiento que el necesario para su uso
mediante MALDI-TOF. Por otro lado, mientras la técnica de MALDI-TOF esta validada
para la identificacién de microorganismos, su uso para el estudio de la sensibilidad de
microorganismos a antimicrobianos es muy reciente y cuenta con numerosas limitaciones
como se ha mencionado en la introduccion de esta memoria. Otra de las ventajas de la
RMN radica en que, dado que la muestra no es destruida durante su analisis, mediante
RMN podrian analizarse directamente muestras humanas mostrando la actividad
bacteriana en fluidos o tejidos humanos in vivo, hecho que podria ser extrapolado
directamente a los resultados obtenidos con el comportamiento in vivo en el cuerpo
humano. Ademas, espectrometros de RMN de mayor campo podrian constituir una
herramienta poderosa para el analisis de mezclas en las que la cantidad de bacterias es

muy baja y para mezclas complejas tales como los fluidos humanos.

En cuanto a las limitaciones de la RMN, se ha visto que en estudios realizados para
identificacion bacteriana, cuando el numero de bacterias es muy bajo (<10° UFC/mL),
determinados metabolitos pueden no detectarse y, por lo tanto, el uso de la espectroscopia
de RMN puede mostrar falsos negativos (Gupta et al., 2005). Sin embargo, este problema
puede solventarse y mejorar detectando hasta 10 UFC/mL mediante el uso de sistemas de
RMN con campos magnéticos mas altos (600-900 MHz) y con mayor tiempo de
adquisicion de datos (Gupta et al., 2012b).

En conclusion, los resultados obtenidos de estos estudios mediante el wuso
de 'H RMN para el analisis de susceptibilidad a antimicrobianos indican que la
RMN es un método objetivo y reproducible para mostrar el efecto de un farmaco sobre
los microorganismos estudiados. La CMI determinada por el método de macrodilucion
(CLSI) se corresponderia con el final del metabolismo bacteriano observado por RMN,
que también predice dicha CMI. Queda demostrado que la técnica de RMN puede
emerger como una herramienta excelente para estudiar el comportamiento bacteriano en
presencia de diferentes concentraciones de antimicrobianos. Con estudios adicionales y la
automatizaciéon de la técnica, la RMN puede proporcionar un método rapido y

reproducible para estudiar sensibilidad de los antimicrobianos y para identificar bacterias.
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Queda un largo camino hasta que esta técnica esté estandarizada. Se necesitan mas
estudios que incluyan la identificacion de metabolitos, la produccion de perfiles
metabolicos y la correlacion de datos para encontrar modelos predictivos que permitan
validar y normalizar la técnica, y elaborar librerias metabolicas. Por el momento, el papel
de la RMN queda reservada a centros de investigacion aunque en un futuro pueda ser de

gran utilidad en laboratorios de microbiologia de referencia.
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La espectroscopia de RMN permite observar el metabolismo y realizar estudios de
susceptibilidad a antimicrobianos en diferentes cepas de E. coli y de P. aeruginosa.
La 'H RMN permite determinar que E. coli produce como metabolitos acido
succinico, acido acético y etanol mientras que consume treonina del medio.

No se han podido identificar mediante '"H RMN los metabolitos resultantes del
metabolismo de P. aeruginosa, sin embargo en los espectros se observa que son
diferentes los que se consumen, de los que se producen.

La determinacion de la CMI mediante '"H RMN en cepas de E. coli y de P.
aeruginosa para distintos antimicrobianos coincide con la obtenida por las pruebas
de sensibilidad estandarizadas.

La espectroscopia de 'H RMN permite observar el metabolismo bacteriano,
asegurando la no viabilidad de las bacterias cuando se alcanza la CMI.

El limite de deteccion mediante "H RMN para las cepas de E. coli estudiadas fue
de 10° UFC/mL.

El limite de deteccion mediante 'H RMN para las cepas de P. aeruginosa fue de
10* UFC/mL.

La herramienta estadistica PCA ha facilitado el estudio del metabolismo de P.
aeruginosa mediante comparacion de patrones de espectros.

Los experimentos llevados a cabo incubando directamente en tubos de RMN las
muestras con E. coli ATCC 25922, en ausencia de antimicrobiano, permiten
determinar que la actividad bacteriana ocurre dentro del tubo de RMN, y que el
proceso metabdlico comienza alrededor de las 3 horas y finaliza en torno a las 6
horas.

La 'H RMN permite evaluar la efectividad de gentamicina para E. coli ATCC
25922 directamente en tubo de RMN mediante el comportamiento cinético de la
bacteria en presencia diferentes concentraciones del antimicrobiano a estudio.

La espectroscopia de RMN permite el estudio del metabolismo de R. slovaca.
Aunque la '"H RMN no permite observar diferencias en el metabolismo de R.
slovaca, la adiciéon de compuestos con marcaje isotopico en el *C permite su
estudio mediante '>’C RMN.

La adicion de diferentes aminoacidos permite conocer parcialmente las rutas

metabodlicas de R. slovaca.




Conclusiones

14.

15.

16.

17.

Los metabolitos observados en los espectros obtenidos mediante la adicion de [2-
13C]glicina y L-[1-13C]isoleucina permiten el estudio del metabolismo de R.
slovaca mediante *C RMN.

La [2-13C]glicina se transforma parcialmente en serina en aquellas muestras a las
que se anade, lo que sugiere que R. slovaca y/o las células Vero tienen capacidad
para transformar glicina en serina.

La L-[1-13C]isoleucina se transforma parcialmente en otros metabolitos s6lo en las
muestras infectadas con R. slovaca, pero se requieren de mas estudios para
identificar correctamente estos metabolitos y evaluar el papel real del aminoéacido
en el metabolismo de la bacteria.

A pesar de haber encontrado ciertos compuestos que permiten el estudio del
metabolismo de R. slovaca, no hemos encontrado los marcadores necesarios para

conocer la susceptibilidad de esta bacteria a antimicrobianos.
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Patente obtenida durante el desarrollo de esta Tesis:
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Noticias publicadas en los medios de comunicacion en relacion a esta Tesis:
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http://www.elcorreo.com/alava/v/20130906/rioja/cibir-obtiene-patente-evalua-
20130906.html
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Y la resonancia se hizo arte...

Carlos Garcia Prado
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