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Resumen: En la actualidad, las bacterias cada vez aumentan mds su resistencia a los antibidticos, en el caso de las

fluoroquinolonas estas inhiben la sintesis de ADN, esta inhibicién se da por la interaccién del antibidtico con el complejo

formado por la unién del ADN a las dianas de las quinolonas, la ADN-girasa y la topoisomerasa IV. Este estudio reporta la

presencia de los genes gyrd y gyrB en el genoma de la cepa tipo Gardnerella vaginalis UMB0386, estos genes proporcionan
resistencia a las fluoroquinolonas, ademds, se analiz6 la relacién evolutiva entre especies que presentan estos genes.
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Abstract: Currently, bacteria are becoming increasingly resistant to antibiotics, in the case of fluoroquinolones these inhibit
DNA synthesis, this inhibition occurs by the interaction of the antibiotic with the complex formed by the binding of DNA to

the targets of quinolones, DNA gyrase and topoisomerase IV. This study reports the presence of the gyz4 and gy»B genes in the

genome of the Gardnerella vaginalis type strain UMBO0386, these genes provide resistance to fluoroquinolones, in addition, the

evolutionary relationship between species that present these genes was analyzed.
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Introduccién

Gardnerella vaginalis es un bacilo inmévil, no encapsulado,
puede presentar fimbrias, con una longitud de 0,5 a 1,5 pm,
Gram negativo, anaerobio facultativo, catalasa y oxidasa
negativo [1] .

La vaginosis bacteriana suele ser causada por esta bacteria, esto
ocurre cuando se pierde el equilibrio entre la microbiota de la
vagina, provocando que G. vaginalis crezca de manera
exponencial. Gardner y Dukes reportaron esta bacteria aislada
de mujeres con vaginitis inespecifica y fue identificada como
Haemophilus sp. debido a su tincién Gram negativa y su nulo

crecimiento en agar sin sangre [1].

Por
antimicrobianos relativamente recientes, inicialmente utilizadas

otro lado, las fluoroquinolonas son agentes

contra bacterias Gram negativas, que posteriormente fueron
modificadas quimicamente para incrementar su espectro de
accién sobre bacterias Gram positivas. La resistencia a las

fluoroquinolonas es preocupante, debido a que las
fluoroquinolonas son altamente eficaces para el tratamiento de
algunas enfermedades graves producidas por bacterias

multirresistentes en humanos [2].

En los dltimos afios aparecieron cepas resistentes a las
fluoroquinolonas de tercera y cuarta generacién, pero éstas
siguen siendo eficaces para tratar esta infeccién. La aparicién de
resistencia a antimicrobianos es consecuencia natural del
proceso evolutivo ante la mayor presién de seleccién por parte
de la quimioterapia. La resistencia de los patégenos
responsables de las ITS (infecciones de transmisién sexual) no
se limita a los betalactdmicos naturales, sino que incluye

tirmacos sintéticos como las fluoroquinolonas [3].

En el presente estudio se reportan genes relacionados a la
resistencia a las fluoroquinolonas en el genoma de la cepa
Gardnerella vaginalis UMB0386 asociada a la vaginosis
bacteriana (VB).

Materiales y Métodos

Se descargd el genoma de la bacteria G. vaginalis UMBO0386 de
National Center for Biotechnology Information (NCBI).
Posteriormente, se anotd en la plataforma de RAST (Rapid
Annotations using Subsystems Technology) [4], para detectar
los subsistemas y localizar los genes relacionados con resistencia
a los antibidticos de G. vaginalis. Se descargaron y alinearon las
secuencias de estos genes y se construyeron los drboles
con MEGA [5],
Neighbor-Joining y Maximum likelihood.

filogenéticos utilizando los métodos
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Resultados y Discusién

Anotacion del genoma

El tamafio del genoma G. vaginalis UMBO0386 fue 1.67 Mb
(1,675,681 pb) con una cobertura genémica de 144x.

Tabla 1. Conteo genémico de la cepa G. vaginalis UMB0386.

Caracteristica Valor
Tamafio 1.67 Mb
Contenido de GC 41.20%
Ntmero de fragmentos 3
Numero de subsistemas 152
Numero de secuencias codificantes 1336
Ntmero de RNAs 49

El genoma anotado presenté 355 (27%) secuencias asociadas a
un subsistema y 981 (73%) secuencias no asociadas a un
subsistema, por tal motivo las secuencias no lograron ser
asignadas a un gen (figura 1). Se obtuvo de RAST la grifica
circular donde se observa la proporcién que ocupa cada uno de
los subsistemas del genoma de la cepa G. vaginalis UMB0386,
el subsistema en el cual se pudo observar un mayor ndmero de
secuencias codificantes fue el de Carbohidratos (95), ademds,
los subsistemas de latencia y esporulacién, fagos, profagos,
elementos transponibles y plismidos presentaron solamente
una secuencia codificante. En particular, el subsistema de
virulencia, enfermedad y defensa contiene 14 secuencias
codificantes, de las cuales S corresponden a resistencia a
antibidticos y compuestos téxicos.

Subsystem Information

Subsystem Statistics | Features in Subsystems

Subsystem Coverage Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts
@M Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (25)
@M Cell Wall and Capsule (21)
@M Virulence, Disease and Defense (14)

bolism (2)

@M Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (1)
@M Membrane Transport (25)

@M Iron acquisition and matabolism (0)

@  RNAMetabolism (22)

@M Nucleosides and Nudeotides (37)

@M Protein Metabolism (105)

@M Cell Division and Cell Cycle (0)

@ Motilty and Chemotaxis (0)

@M Regulation and Cell signaling (4)

@ Secondary Metabolism (0)

@ DNA Metabolism (36)

@M Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (14)
@M Nitrogen Metabolism (0)

@M Dormancy and Sporulation (1)

@M Respiration (8)

@M Stress Response (5)

@ Metabolism of Aromatic Compounds (3)
@ Amino Acids and Derivatives (51)

@  Sulfur Metabolism (2)

@ Phosphorus Metabolism (9)

@1 Carbohydrates (34)

Figura 1. Genes relacionados a subsistemas y su distribucién en
diferentes categorias en el genoma de la cepa G. vaginalis UMB0386

Obtencidén de los genes

Se identificaron dos genes de resistencia a antibidticos, en
particular con resistencia a fluoroquinolonas (gyr4 y gyrB).
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En la base de datos de RAST se comparé el genoma de la cepa
de G. vaginalis UMB0386 y revel6 el conjunto de genes con
secuencias similares de los genes gy»4 y gyrB en cinco especies
distintas las cuales son Mycobacterium  tuberculosis F11,
Cellvibrio japonicus UedalQ7, Campylobacter coli RM2228,
Spiroplasma  kunkelii CR2-3x y Ebrlichia chaffeensis str.
Arkansas.

En 2005, se analizaron 17 aislamientos clinicos de
Corynebacterium  striatum 'y cepas de Corynebﬂm’rz’um
amycolatum por el método E-test en placas de agar
Mueller-Hinton. La cepa C. striatum ATCC 6940 se utilizd
como cepa de control. Se caracterizaron las regiones
determinantes de resistencia a quinolonas amplificadas de los
genes gyrd de C. amycolatum y C. striatum. Se seleccionaron y
analizaron cuatro mutantes de C. amycolatum resistentes a

quinolonas in vitro [6].

En 2008, se evaluaron 348 aislamientos invasivos de.S.
aurens,208 eran resistentes a meticilina y 140 sensibles a
meticilina. Ademds, 155 aislamientos de S. aureus presentaron
resistencia a la meticilina y todos losS. awureus sensibles a la
meticilina. La confirmacién de especie de estos aislamientos y la
deteccién del gen de resistencia a meticilina (mecd) se realizé
por ensayos de PCR multiple. Las tasas de resistencia para
ciprofloxacino, gatifloxacino y moxifloxacino en los 348
aislamientos deS. awreusfueron 55,4%, 54,9% y 52,6%,
respectivamente. La alta resistencia a las fluoroquinolonas fue
evidente en los aislamientos deS. awureusresistente a la
meticilina, en los que las tasas de resistencia fueron del 92,3%,
91,8%, 91,3% y 87,5% para ciprofloxacino, levofloxacina,
gatifloxacino y moxifloxacino, respectivamente [7].

Anilisis filogenético

Mycobacterium tuberculosis F11

I— Cellvibrio japonicus Ueda107

Gardnerella vaginalis JCP8522
Campylobacter coli RM2223
Spiroplasma kunkelii CR2-3x

Ehrlichia chaffeensis str. Arkansas

Figura 2. Arbol filogenético del gen gyrd con seis especies
distintas, todas cuentan con resistencia a las fluoroquinolonas.

Se descargaron los genes gyrd y gyrB de cinco especies, los genes
se alinearon con los genes de G. waginalis UMBO0386,
posteriormente, se construyeron dos drboles filogenéticos con
MEGA para comparar la distancia evolutiva entre las especies,
en el drbol filogenético del gen gyrd se observa que su grupo
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externo es E. chaffeensis str. Arkansas y un clster que presentd
un 100% de Bootstrap, el 4rbol filogenético estd compuesto por
el claster de G. vaginalis UMBO0386, M. tuberculosis F11'y C.
Japonicus Uedal07, ademds de dos ramas independientes C. colz
RM?2228, S. kunkeliz CR2-3x y el grupo externo E. chaffeensis
str. Arkansas.

Gardnerella vaginalis JCP8522

Mycobacterium fuberculosis F11

Cellvibrio japonicus Uedal07
Campylobacter coli RM2228
Spiroplasma kunkelii CR2-3x

Ehrlichia chaffeensis str Arkansas

0.10

Figura 3. Arbol filogenético con genes gyrB, las 6 especies con

resistencia a la fluoroquinolona.

En el segundo drbol filogenético (figura 3) se compararon genes
de gyrB, se observd que su grupo externo es E. chaffeensis str
Arkansas y de nuevo se observé un cldster y presentd
coincidencia de los genes, en el primer cldster se obtuvo un 99%
de coincidencia entre G. vaginalis UMBO0386 y M. tuberculosis
F11, se debe resaltar que la topologfa de los drboles es similar
debido a que estos genes forman parte de un mismo operén.

En 2005, se seleccionaron y analizaron cuatro mutantes de C.
amycolamm resistentes a quinolonas in vitro, cepas resistentes a
quinolonas tanto in vivo como in vitro, las cuales mostraron
altos niveles de resistencia a la fluoroquinolona en cepas con
una doble mutacién que conducia a un cambio de aminodcidos
en las posiciones 87 y 91 o en las posiciones 87 y 88 de gyrd,
mientras que las mismas mutaciones concomitantes en las
posiciones de aminodcidos 87 y 91 en gyrd de C. striatum
produjo altos niveles de resistencia a ciprofloxacino y
levofloxacino, pero solo mostré un aumento moderado en la
Concentracién Minima Inhibitoria (CIM) de moxifloxacino, lo
que sugiere que otros mecanismos de resistencia a quinolonas
podrian estar involucrados en la resistencia a moxifloxacino [6].

Conclusiéon

Se detectaron los genes gyrd y gyrB en el genoma de G.
vaginalis UMBO0386, los cuales les proporcionan resistencia a
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antibidticos, especialmente a las fluoroquinolonas. Este grupo
de antibidticos formado por ciprofloxacino, levofloxacino,
moxifloxacino, norfloxacino y ofloxacino, tienen efecto
bactericida, mediante la inhibicién de sintesis de ADN
bacteriano. Se encontré que no solo G. vaginalis UMB0386
tiene este efecto de resistencia si no también se puede encontrar
en cepas de C. japonicus Uedal07, C. coli RM2228, S. kunkelii
CR2-3x, E. chaffeensis str. Arkansas y M. tuberculosis F11, esta
ultima presenté una estrecha relacién filogenética con G.
vaginalis en los drboles filogenéticos que presentaron una
topologfa similar. Finalmente, la deteccién de genes de
resistencia a las fluoroquinolonas en el genoma de G. vaginalis
UMBO0386 es fundamental para comprender y abordar el
problema creciente de la resistencia antimicrobiana. La
capacidad de detectar y monitorear estos genes es crucial para la

implementacién de estrategias de control y prevencién eficaces.
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