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Nuestro grupo estudia desde hace mas de 20 afios los  S. pneumoniae a optoquina, habitualmente la (nica prue-
mecanismos de resistencia a antibioticos en estreptococos,  ba utilizada en clinica para diferenciar el neumococo de
principalmente en Streptococcus pneumoniae, mediante una  los estreptococos viridans (SV). La diana de la optoquina
combinacion de estudios moleculares basicos y otros mas  resulto ser la ATPasa de membrana F F.. F, (subunidades a,
aplicados (epidemiologia, emergencia in vivo de resistencia b, g, d, e) es el complejo citopldsmico, que dispone del
durante el tratamiento antibiotico). Estos estudios han inclui-  sitio catalitico para la hidrolisis de ATP y F, (a, ¢, b) es
do tanto antimicrobianos que se utilizan para el diagnéstico ~ transmembranal y forma el canal de protones. Caracteriza-
(optoguina) como otros utilizados en el tratamiento de infec-  mos las mutaciones de resistencia, tanto a optoquina como
ciones (principalmente fluoroquinolonas, Fgs). Los objetivos  a otras drogas antimaléricas (quinina, mefloquina, etc.) en
del grupo son conocer las bases moleculares de la accion de  las a-hélices transmembranales de las subunidades c y a.
antimicrobianos asi como buscar nuevos compuestos y nuevas  Puesto que la quinina y la quinidina son drogas utilizadas
dianas de accion. El grupo esta formado actualmente por un  para el tratamiento parenteral de malaria causada por P. fal-
Investigador Cientifico del CSIC (Adela Gonzalez de la Cam-  ciparum resistente a cloroquina y el mecanismo de accion
pa), una Investigadora Titular de OPI (Maria José Ferrandiz),  de estos compuestos es todavia desconocido, propusimos
dos Investigadores Posdoctorales (Luz Balsalobre y Antonio  a neumococo como un sistema modelo para el ensayo de
Javier Martin-Galiano) y dos Técnicos de Laboratorio (Cristina  dichos compuestos. Por otra parte, demostramos que la
Arnanz y Maria Isabel Cercenado). A continuacion se exponen  ATPasa F F, es esencial para la viabilidad celular y constitu-
las lineas de investigacion del laboratorio. ye por tanto un blanco idéneo para el desarrollo de nuevos

antibacterianos. Esta enzima, presente en mitocondrias y

SUSCEPTIBILIDAD DE S. PNEUMONIAE A cloroplastos, es la enzima fundamental para la sintesis de

OPTOQUINA Y DROGAS ANTIMALARICAS ATP..Sin embargo, en S. pneumoniae, que carece de cadena
respiratoria, la enzima genera un gradiente transmembranal

Nuestros primeros trabajos permitieron determinar las  de protones por medio de la energia liberada por la hidro-
bases moleculares de la caracteristica susceptibilidad de  lisis del ATP y actiia regulando el pH intracelular. Determi-
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namos que la cantidad de ATPasa FF, se regula a nivel de
la iniciacion de la transcripcion del operdn dependiendo
del pH intracelular. También estudiamos la respuesta de
tolerancia a acido y la expresion génica global de esta
respuesta utilizando microarrays. La respuesta a acido es
fundamental para la adaptacion de la S. pneumoniae a los
diferentes habitats en que se encuentra (tracto respirato-
rio, liquido cefalorraquideo, sangre) y por tanto para su
capacidad patogénica.

SUSCEPTIBILIDAD DE S. PNEUMONIAE
A FLUOROQUINOLONAS Y CUMARINAS

La resistencia a antibibticos, tanto en neumococo como
en otras bacterias Gram-positivas, ha llevado al desarrollo
de nuevas fluoroquinolonas (Fgs), que actualmente estén
indicadas para el tratamiento de infecciones respiratorias en
adultos. Aunque la prevalencia actual de cepas resistentes a
Fgs es todavia baja (<5%), la emergencia de estas cepas pue-
de llegar a ser un problema clinico importante. Sin embargo,
la resistencia a Fgs entre los estreptococos viridans (SV),
bacterias comensales que comparten nicho ecolégico con
neumococo en la nasofaringe y causan endocarditis y bac-
teriemia en pacientes inmuno-comprometidos, es superior a
la de neumococo (13%-20%). Nosotros hemos detectado la
existencia de cepas de neumococo recombinantes que han
adquirido mutaciones de resistencia a Fgs por transferencia
horizontal desde los SV, lo que permite deducir que los SV
estan actuando como un reservorio de resistencia. Nuestro
trabajo ha revelado que las cepas de S. pneumoniae resis-
tentes a Fgs se han seleccionado de entre las pertenecientes
a los clones epidémicos multirresistentes y que, entre ellas,
se encuentran cepas recombinantes. La diseminacion de la
resistencia a Fgs a través de estos clones, incluyendo las
cepas recombinantes, puede provocar un aumento rapido de
la resistencia si se incrementa el consumo de Fgs.

La resistencia a Fgs ocurre principalmente por alteracion
de los blancos celulares: DNA topoisomerasa IV (topo IV:
ParC,ParE,) y DNA girasa (girasa: GyrA,GyrB,). Estas enzimas
esenciales controlan la topologia del DNA. Nuestro grupo ha
caracterizado los genes que codifican la girasa y la topo IV de
S. pneumoniae. Hemos localizado las mutaciones responsables
de resistencia a Fgs en los dominios N-terminales de parCy
gyrA 'y en el C-terminal de ParE (el dominio de interaccion
ParC-ParE). Experimentos de transformacion genética nos per-
mitieron demostrar que, en S. pneumoniae, la topo IV es el
blanco primario para la mayoria de las Fgs, siendo la girasa
un blanco secundario. La cuantificacién de la inhibicién de
las actividades enzimaticas de superenrollamiento (girasa) y
de decatenacion (topo IV) en presencia de Fgs nos permiti6
demostrar también a nivel bioquimico que la topo IV es blan-
co primario para las Fgs. Ademas, hemos estudiado la eficacia
biolégica de las cepas con topoisomerasas recombinantes.
Hemos demostrado que, aunque determinadas mutaciones
producen un coste bioldgico, este coste se compensa en las
cepas recombinantes por restauracion del nivel global de
superenrollamiento debido a la presencia de topoisomerasas
suboptimas. Por otra parte, la caracterizacién genética de

la girasa nos permitio la deteccion de una mutacion en el
extremo N-terminal de GyrB de S. pneumoniae que fue la
primera caracterizacién de mutacion responsable de resisten-
cia a cumarinas en una bacteria Gram-positiva. Aunque las
cumarinas tienen propiedades farmacoldgicas desfavorables,
son un grupo de antibacterianos no relacionado quimicamen-
te con las Fgs que presentan elevada actividad frente a las
bacterias Gram-positivas y constituyen un grupo importante
para el futuro desarrollo de farmacos.

REGULACION DE LA TRANSCRIPCION
POR SUPERENROLLAMIENTO

Recientemente hemos demostrado que la relajacion del
cromosoma de S. pneumoniae por tratamiento con novobioci-
na (inhibidor de GyrB) dispara una respuesta transcripcional
global y homeostatica en la que estan implicadas todas las
topoisomerasas: la girasa se activa y las topoisomerasas Iy
IV se inhiben. Mas del 13% del genoma muestra respuesta
transcripcional, y la mayoria (>68%) de estos genes estan loca-
lizados en 15 agrupamientos (14.6-85.6 Kb) con transcripcion
coordinada. Hemos determinado que existe una organizacion
estructural del genoma que correlaciona el contenido AT con
el nivel de expresion y que incluye dominios topolégicos cuya
transcripcion esta regulada por superenrollamiento y regio-
nes con funcion estructural. Hemos demostrado que el nivel
de superenrollamiento es un parametro general que regula la
expresion génica, independientemente de otros tipos de regu-
lacién mas especifica. Puesto que este nivel puede variar en
los diferentes nichos en los que se encuentra en el hombre
S. pneumoniae, su regulacién seria crucial para la patogenici-
dad de esta bacteria.

LA DNA TOPOISOMERASA | COMO NUEVA
DIANA ANTIMICROBIANA

Hasta ahora no se habia identificado ninglin compuesto
que actuara eficientemente sobre la DNA topoisomerasa I.
Nosotros hemos testado la inhibicién de esta enzima por
alcaloides semisintéticos derivados de la boldina habiendo
detectado dos que la inhiben a concentraciones equivalen-
tes a las que inhiben el crecimiento bacteriano (~10 mM).
Estos compuestos son activos frente a cepas multiresisten-
tes, no afectan la viabilidad de células humanas y represen-
tan nuevas alternativas para el tratamiento de infecciones
neumocdcicas. Hemos patentado recientemente el uso de
estos nuevos antimicrobianos (P200931186).
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El grupo de investigacién al completo, en una reciente celebracién.

El Grupo de Microbiologia Molecular y Agentes Antimi-
crobianos del Campus de Bellvitge (Hospitalet de Llobregat,
Barcelona) de la UB tiene 21 afios de existencia e inicié su
actividad cuando Miguel Vifias llego a este Campus en el
afio olimpico de 1992 procedente de la Facultad de Farma-
cia. El grupo tiene una considerable actividad docente que
abarca los estudios de Medicina, Odontologia, Podologia y
Enfermeria, asi como la participacion en diversos masters
oficiales. La actividad investigadora del grupo se centra

en la exploracion de algunos de los mecanismos de resis-
tencia a los antibiéticos, particularmente los que hacen
referencia a la interaccion entre agentes antimicrobianos y
membranas bacterianas. Las herramientas utilizadas princi-
palmente para este fin se centran en la utilizacién de nano-
tecnologias, y particularmente la utilizacion de microscopia
de fuerza atdmica, y el estudio de la capacidad formadora de
canales transmembrana por métodos electrofisioldgicos v,
particularmente, por la técnica de medicion de conductancia
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