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Genes gnr en Enterobacteriaceae aisladas
en un hospital de Venezuela

José Garcia A., Dianny Martinez R., Luisa Cana G., Diorelis Gonzalez V., Lucy Rodriguez C,
Hectorina Rodulfo C., Marcos De Donato C. y Militza Guzman L.

gnr genes in Enterobacteriaceae isolated from at a hospital in Venezuela

Background: Enterobacteria resistant to quinolones is increasing worldwide, including Venezuela. The mecha-
nism for this resistance could be due to genes included in the chromosome or in transmissible plasmids. Aim: To
evaluate the resistance to quinolones, coded by gnr genes present in enterobacteria species, isolated in the Uni-
versity Hospital of Cumana, Venezuela. Methods: Antimicrobial susceptibility tests to quinolones, beta-lactams
and aminoglycosides were carried out to all the isolates. The presence of gnr genes were determined by PCR. The
isolates carrying the gnr genes were used for bacterial conjugation tests to determine the presence of transferable
plasmids. Antimicrobial susceptibility tests and PCR were carried out in the transconjugants to verify the transfer
ofthe genes. Results: High levels of antimicrobial resistance to quinolones and beta-lactams were found among the
isolates. We found that 33.6% of the isolates carry the gnrB gene and 0.9% gnrA gene. Of the 23 transconjugants,
20 showed to have gnrB gene, but none gnrA. Discussion: We concluded that the high frequency of gnr genes
found in the enterobacteria isolates and their presence on transferable plasmids, complicate the use of quinolones
for the treatment of bacterial infections, thus, a treatment plan should be designed with the rational use and the
rotation of different types of antimicrobials, in order to avoid the selection of increasingly resistant strains.
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Introduccion

as quinolonas son un grupo de antimicrobianos

sintéticos que ejercen su actividad bactericida

uniéndose a las topoisomerasas bacterianas e inhi-
biendo su funcion'. Las primeras quinolonas (acido nali-
dixico, cinoxacina y acido oxolinico), fueron introducidas
en la década de los 60’ para tratar infecciones urinarias
causadas por bacilos gramnegativos. La adicion de un
sustituyente fluoruro al anillo principal de las quinolonas,
dio origen a las fluoroquinolonas, las que presentan un
amplio espectro de actividad antibacteriana y ha permitido
agruparlas en generaciones, tomando en cuenta su época
de aparicion y su espectro antibacteriano®?.

Desde la introduccion de las fluoroquinolonas, la resis-
tencia de las enterobacterias a estos agentes se ha hecho
frecuente en todo el mundo®. Dicha resistencia, normal-
mente es producto de alteraciones cromosomicas, aunque
también se ha asociado a la captacion de genes mediante
transferencia de plasmidos*>. La resistencia codificada en
el cromosoma ocurre por mutaciones en ciertas regiones
de las topoisomerasas (ADN girasa y topoisomerasa [V),
denominadas regiones determinantes de la resistencia a
quinolonas 0 QRDRs (del inglés “quinolone resistance
determining regions”)*.

La resistencia a quinolonas mediada por plasmidos
(RQMP), ha sido reportada en diversas partes del mun-
do®”$. El primer reporte se confirmo6 en 1998 en una cepa
clinica de Klebsiella pneumoniae, aislada de un cultivo
de orina en Birmingham, Alabama (E.U.A.). El gen res-
ponsable de la resistencia adquirida se denominé gnr, el
que codifica para una proteina denominada Qnr que acttia
uniéndose y protegiendo a la girasa y a la topoisomerasa
IV de la accion de las quinolonas®s.

Se han descrito, al menos, seis variantes del gen
gnr (gnrA, gqnrB, gnrS, qnrC, gnrD y gnrVC) cuyas
secuencias nucleotidicas difieren en 40%>°. La RQMP
también puede ser codificada por otros genes entre los que
destacan, el gen acc(6°)-Ib-cr, que codifica una variante
aminoglucoésido acetiltransferasa, capaz de inactivar ci-
profloxacina a través de la acetilacion de su sustituyente
piperazinil; y los genes ogxAB y gepA, que codifican
bombas que expulsan quinolonas'.

La resistencia a quinolonas relacionada a mutaciones
cromosoOmicas va a conferir a las bacterias que las pre-
senten resistencia de alto nivel a estos antimicrobianos,
mientras que el grupo de genes pertenecientes a la RQMP,
van a codificar determinantes de resistencia que inducen
aumentos de la concentracion inhibitoria minima (CIM),
que no alcanzan los puntos de corte considerados como
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resistentes, facilitando la seleccién de mutantes con
mayores niveles de resistencia a nivel cromosomal*'°.

Los genes gnr han sido reportados en enterobacterias
como K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Enterobacter
spp., Escherichia coli, Providencia stuartii'y Salmonella
spp., aisladas de muestras clinicas'''2.

En los ultimos afos, en Venezuela, se ha observado un
incremento en los porcentajes de resistencia a quinolonas,
especificamente a ciprofloxacina. En el Estado Mérida, fue
reportado 4,7% de genes gnrB, en un estudio realizado
en 127 cepas de Salmonella enterica®.

Debido al elevado porcentaje de cepas resistentes
reportado en los Ultimos afios, y que dicha resistencia
puede estar codificada por plasmidos transferibles, las
que pueden ser portadoras de otros determinantes de re-
sistencia, se propuso el siguiente trabajo de investigacion:
Evaluar fenotipicamente la resistencia a quinolonas y la
presencia de los genes gnrA, gnrB 'y gnrS, asi como su
capacidad de transferencia, en cepas de enterobacterias
aisladas de pacientes asistidos en los servicios médicos
del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcala” (SAHUAPA), de la ciudad de Cumana,
Estado Sucre, Venezuela.

Material y Método

Cepas bacterianas e identificacion bioquimica

Se evaluaron 104 cepas no duplicadas de enterobac-
terias recolectadas durante el periodo de enero a junio
del 2014 de pacientes estudiados en el Laboratorio de
Bacteriologia del SAHUAPA. La caracterizacion bio-
quimica de las cepas se realiz6 mediante los protocolos
de identificacion convencionales para bacterias gramne-
gativas fermentadoras y no fermentadoras de lactosa'*',

Evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana

Se determind la susceptibilidad a los antimicrobianos
de acuerdo al método de difusion con discos, siguiendo los
lineamientos establecidos por el Instituto de Estandares
de Laboratorios Clinicos (CLSI)'S. Se ensayaron los
siguientes antimicrobianos: ciprofloxacina (5 pg), acido
nalidixico (30 pg), levofloxacina (5 pg) y norfloxacina
(10 pg). Con la finalidad de evaluar resistencia asociada,
se emplearon discos de cefotaxima (30 pg), ceftazidima
(30 pg), cefepima (30 pg), aztreonam (30 pg), imipenem
(10 pg), meropenem (10 pg), gentamicina (10 pg) y
amikacina (10 pg), todos de la marca Oxoid.

Deteccion de los genes qnrA, gnrB y gnrS
mediante reaccion de polimerasa en cadena (RPC)
La extraccion de ADN gendmico se llevd a cabo
mediante el kit de purificacion Wizard Genomic DNA
(Promega), siguiendo las especificaciones del fabricante.

Microbiologia

Para llevar a cabo la reaccion de polimerasa en cadena
(RPC), se empled 12,5 pl de la Master Mix PCR (Prome-
ga), 2,5 ul de los oligonucleotidos respectivos gnrA'” (F
5’-TCAGCAAGAGGATTTCTCA-3’ y R 5°- GGCAG-
CACTATTACTCCCA -3°),qnB* (F 5°’- GATCGTGAA-
AGCCAGAAAGG-3’yR5’-ACGATGCCTGGTAGTT-
GTCC-3’), gnrS” (F 5°- ACGACATTCGTCAACTG-
CAA -3’ y R 5>-TAAATTGGCACCCTGTAGGC-3’),
1 wl de ADN gendémico bacteriano y 6,5 ul de agua
destilada estéril libre de nucleasas, para un volumen total
de reaccion de 25 pl. La desnaturalizacion inicial se llevo
a cabo a 94°C durante 4 min, con 30 ciclos repetidos de
desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, hibridacion a
53 °C por 45 segundos y extension a 72 °C durante 60
segundos, con un ciclo de extension final a 72 °C por 5
min, utilizando un termociclador Master Cycler'”'®. Los
productos de amplificacion se sometieron a electroforesis
en gel de agarosa al 1%, luego se tifieron con bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) en tampon TBE 1X durante 30 mina 10
V/cm. Para estimar el tamafio de los fragmentos de ADN
resultantes, se utilizo un marcador de tamafio molecular
1 Kb Plus (Invitrogen). Finalmente fueron observados
por transiluminacion con luz ultravioleta y fotografiados.

Conjugacion bacteriana

El proceso se realizd empleando la técnica sobre
filtro!. Como receptora se empleo la cepa E. coli 162-2
(F-, his, pro, trp,, lac, rif"). Se seleccionaron trans-
conjugantes en placas de agar tripticasa de soya (TSA) que
contenian rifampicina (100pg/ml; Pfizer) y ciprofloxacina
(0,06pg/ml; Pfizer)'8?. La resistencia transferida a la
cepa receptora se verifico por el método de difusion
con discos, segiin los lineamientos establecidos por el
CLSI', ensayando la misma galeria de antimicrobianos
empleados con las cepas clinicas.

Verificacion de los determinantes transferidos

A las cepas clinicas que amplificaron para el gen gnr, y
sus respectivas trans-conjugantes se les realizo extraccion
de ADN plasmidico, empleando el kit de purificacion
FavorPrep (Favorgen), segin las especificaciones del
fabricante. Con el proposito de constatar la ubicacion
plasmidica de dichos genes, se realizé una nueva RPC,
atendiendo a las mismas condiciones descritas con
anterioridad.

Control de calidad

Se emplearon las siguientes cepas: E. coli ATCC®
25922, como control de discos de antimicrobianos. Como
control positivo de RPC, se emple6 un lisado de la cepa K.
pneumoniae UABI1, la que presenta el gen gnrA, la cepa
K. pneumoniae 168 como control positivo para el gen
gqnrB y la cepa K. pneumoniae 66 como control positivo
para gnrS. Las cepas fueron donadas por el Laboratorio
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Figura 1. Susceptibilidad antimicrobiana en cepas de Escherichia coli'y Klebsiella pneumoniae, aisladas de pacientes asistidos en el Servicio Auténomo Hospital Universitario
“Antonio Patricio de Alcala”, Cumana, estado Sucre. Enero - junio de 2014. NA: 4cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, LVX: levofloxacina, NOR: norfloxacina, CAZ: cefta-
zidima, CTX: cefotaxima, ATM: aztreonam, FEP: cefepime, IMP: imipenem, MEM: meropenem, AK: amikacina, GM: gentamicina. S: sensible, I: intermedio, R: resistente.

de Biologia de Plasmidos de la Universidad Central de
Venezuela (UCV).

Andlisis de datos

El anélisis de los resultados se realizd6 mediante
estadistica descriptiva, empleando porcentajes de fre-
cuencias, para ello, se elaboraron tablas y figuras de los
datos obtenidos mediante el programa estadistico SPSS
version 11.5%

Resultados

De las 104 enterobacterias recolectadas en el presente
estudio, se identificaron 11 especies, siendo E. coli lamas
frecuente (55,8%), seguida por K. pneumoniae (24,0%);
se presentaron en menor frecuencia Klebsiella oxytoca,
Enterobacter aerogenes, C. freundii, Proteus vulgaris 'y
Pantoea agglomerans (datos no mostrados).

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana ante
las quinolonas, de las cepas de E. coli y K. pneumoniae
(las aisladas en mayor niimero), revelaron elevados por-
centajes de resistencia a todas las quinolonas ensayadas.
Escherichia coli presentd 72,4 y 67,2% de resistencia a
acido nalidixico y ciprofloxacina, respectivamente, mien-
tras que 60,0% de las cepas de K. pneumoniae, mostraron
resistencia al 4cido nalidixico y 56,0% a ciprofloxacina.

Se observaron elevados porcentajes de resistencia a los
B-lactdmicos ensayados, mientras que aminoglucdsidos
y carbapenémicos se mostraron como una buena opcion
terapéutica ante las cepas estudiadas (Figura 1).

Los resultados de la RPC revelaron la presencia de
genes qnrA 'y gnrB; 33,6% (35/104) presentaron el gen
qnrB (460 pb) y 0,9% (1/104) el gen gnrA (625 pb). No se
demostro co-existencia de los genes estudiados (Figura 2).
El gen gnrB, se present6 con mayor frecuencia en E. coli
(45,7%) y K. pneumoniae (37,1%). Mientras que, gnrA
solo se detectd en una cepa de P. vulgaris (Tabla 1). Del
total de cepas con el gen gnrB, 60,0% presentaba fenotipo
NAR/CIPR, 14,2% NAS/CIPS y 11,4% NAY/CIPS. Otros
fenotipos se observaron en menor frecuencia (Tabla 2).
La cepa portadora de gnrA mostrd fenotipo NA®/CIPR.

123 4567 89 011121341516 17

Figura 2. Productos de la amplificacién del gen gnr en enterobacterias aisladas en muestras de
pacientes asistidos en los diferentes servicios del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”,
Cumand, estado Sucre. Enero - junio de 2014. A: gen gnrB. 1: marcador de tamafo molecular 1
Kb Plus (Invitrogen), 2: control positivo gnr168, 3: control negativo Escherichia.coli 62-2, 4 al 17:
cepas clinicas. B: gen gnrA. 1: Marcador de tamafno molecular 1 Kb Plus (Invitrogen), 2: control
positivo Klebsiella pneumoniae UAB1, 3:control negativo E. coli J62-2, 4: cepa 194.2, 5 al 8: cepas
clinicas sin amplificados.
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Tabla 1. Distribucion porcentual de la presencia de genes gnr en enterobacterias aisladas
de pacientes atendidos en los diferentes servicios del Hospital Universitario “Antonio
Patricio de Alcald”, Cumana, estado Sucre. Enero - junio de 2014

gnrA gnrB

Especie n % n %

Escherichia coli 0 0 16 15,38
Klebsiella pneumoniae 0 0 13 12,50
Enterobacter cloacae 0 0 4 3,85
Morganella morganii 0 0 | 0,96
Citrobacter freundii 0 0 | 0,96
Proteus vulgaris 1 0,96 0 0,00
total 1 0,96 35 33,65

Tabla 2. Fenotipos de susceptibilidad antimicrobiana al acido nalidixico y ciprofloxacina
en cepas portadoras de genes gnr

Genes
Fenotipo gnrA S gnrB
n % n %
NAS/CIP® 0 0,00 5 481
NAR/CIpS 0 0,00 1 0,96
NA®/CIp? 1 0,96 21 20,19
NAYcIpS 0 0,00 4 3,85
NAS/CIP! 0 0,00 1 0,96
NA®/CIP! 0 0,00 3 2,88
Total 1 0,96 35 33,65

NA: 4cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, S: sensible, I: intermedio, R: resistente, n: némero,

%: porcentaje.
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Del total de cepas portadoras del gen gnr, 23 lograron
transferir plasmidos mediante el proceso de conjugacion
bacteriana. Se obtuvieron 22 trans-conjugantes a partir de
cepas clinicas portadoras de gnrB y una de la portadora
gnrA. La susceptibilidad de las cepas trans-conjugantes
a quinolonas demostr6 que 15 presentaban sensibilidad
intermedia a dcido nalidixico. No se observo resistencia
a ciprofloxacina, levofloxacina ni norfloxacina. Por
otra parte, en 13 cepas trans-conjugantes, se determind
resistencia a uno o mas antimicrobianos B-lactamicos,
como cefotaxima, ceftazidima y aztreonan. So6lo una
cepa trans-conjugante fue resistente a aminoglucésidos
ensayados. No se observo resistencia a carbapenémicos
(Tabla 3).

En las cepas trans-conjugantes se confirmo la presencia
del gen gnr por RPC. Se amplifico el gen gnrB en 20
cepas trans-conjugantes; en dos cepas no se logro detectar
la presencia del gen, asi como en la trans-conjugante
obtenida de la portadora gnrA (Figura 3).

Tabla 3. Perfil de resistencia antimicrobiana de cepas
clinicas portadoras del gen gnry sus respectivas transcon-
jugantes

Cepa Perfil de resistencia
EC7 NA, CIP, LVX, NOR, CAZ
17 NR

Kp332  NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP
T332  NA| CAZ CTX,ATM

ECL602 NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM

T602  NA' CAZ CTX,ATM

Kp741  NA,CIP, LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM

T741  NA' CAZ CTX,ATM

EC742  NA,CAZ CTX, ATM

T742  NA| CAZ CTX, ATM

Kp95  NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP, AK
195 NA!

ECLI0I  NA, CAZ, CTX, ATM, FEP, IMP, MEM, AK, GM
TI01 NA!

ECI17  NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP
TH7 MR

Kpl21.1  NA, CAZ CTX, ATM

T2 NA' CAZ CTX, ATM

EC125  NA,CTX

TI25  NA'CTX

ECI30  NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP
TI30  NALCTX

Kpl47  NA,CIP, LVX, NOR, CTX, AK, GM

TI47  NALCTX
Kpls3.l NA
TI531  NR

ECI532  NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX

T1532  NALCTX

CFI533  NA!

TI1533  NA!

Kpl56.1  NA' CAZ CTX, ATM, AK, GM

TI56.1  CAZ CTX, ATM, AK, GM

ECI80  NA,CIP,LVX,NOR, GM

TI80  NA!

ECI81  NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP, GM
TIS1  NR

Kpl941  NA, CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP, AK, GM
TI941  NR

PV1942  NA,CIP,LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP, AK, GM
T1942  NA!LCTX

Kp202  NA, CAZ CTX, ATM, FEP, AK

T02  CAZCTX

Kp228.1  NA, CIP, LVX, NOR, CAZ, CTX, ATM, FEP, GM
T2281  CAZCTX

EC232  NA' CAZ CTX

3  NA!

T: transconjugante. EC: E. coli KP: K. pneumoniae, MM: M.
morganii, ECL: E. cloacae, PV: P. vulgaris, CF: C. freundii, NA:
4cido nalidixico, CIP: ciprofloxacina, LVX: levafloxacina, NOR:
norfloxacina,CAZ: ceftazidima CTX: cefotaxima, ATM: aztreonam,
FEP: cefepime, IMP: imipenem, MEM: meropenem, AK: amikacina,
GM: gentamicina, I: intermedio, NR: no resistente.
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Figura 3. Productos de la amplificacion del gen gnr en cepas transconjugantes. A: gen gnrB. 1: marcador de tamano molecular 1 Kb Plus Invitrogen, 2: control positivo
qnr168, 3: control negativo Escherichia coli 162-2, 4: cepa T7, 5: cepa T33.2, 6: cepa T60.2, 7: cepa T74.1, 8: cepa T74.2, 9: cepa 795, 10: cepa T101, 11: cepa T117,
12: cepa T121.1, 13: cepa T125, 14:cepa T130, 15: cepa T147, 16: cepa T153.1, 17: cepa T153.2, 18: cepa T153.3, 19: cepa T156.1, 20: cepa T180, 21: cepa T181,
22: cepa T194.1, 23: cepa T202, 24:cepa T228.1, 25: cepa T232. B: gen gnrA. 1: Marcador de tamafo molecular 1 Kb Plus Invitrogen, 2: control positivo Klebsiella
pneumoniae UAB1, 3: control negativo E. coli J62-2, 4: cepa T194.2 no amplifico.

Discusion

La aplicacion de quinolonas de manera indiscriminada
en el campo de la salud, la agricultura y el procesamiento
de alimentos, ha incidido en el incremento de los porcen-
tajes de resistencia a estos antimicrobianos, especialmente
en miembros de la familia Enterobacteriaceae, 1o que
puede deberse a la presencia de mecanismos que han sido
localizados, ya sea a en el cromosoma y/o en plasmidos®.

En Latinoamérica, la resistencia a quinolonas ha sido
reportada por diversos autores***. En el hospital donde
se efectud este estudio, la susceptibilidad antimicrobiana
a quinolonas ha sido poco documentada, Guzman y
Alonso?, describieron 14,0% de cepas de K. pneumoniae
resistentes a ciprofloxacina. Posteriormente, Guzman y
cols.”, reportaron 14,8% de cepas de enterobacterias re-
sistentes a ciprofloxacina, denotando que estos valores son
inferiores a los obtenidos en este estudio, lo que permite
inferir que en los ultimos afios en el centro hospitalario
se han seleccionado y diseminado determinantes de
resistencia a quinolonas, favorecidos probablemente por
el uso indiscriminado de estos antimicrobianos.

Ha de destacarse que en esta investigacion se evidenci6
que la resistencia de las cepas estudiadas no se limito a
quinolonas, sino también a otras familias de antimicro-
bianos como B-lactimicos y aminoglucodsidos, situacion
que puede deberse a que estas cepas con frecuencia portan
multiples genes de resistencia plasmidicos de manera
simultanea®?.

La elevada frecuencia de genes gnr detectados, revela
que en el centro asistencial se encuentran circulando
determinantes de resistencia a quinolonas diferentes a
los originados por mutaciones cromosomales, que es el
mecanismo que con mas frecuencia se asocia la resistencia
a estos antimicrobianos. Por otra parte, la presencia del
gen gnr en seis especies de enterobacterias, indica que
estos genes presentan una distribucion amplia entre los
diferentes géneros bacterianos.

La frecuencia del gen gnrB, encontrada en este estudio
es mayor a la reportada por otros investigadores en el
pais®®3!. Mientras que la baja frecuencia del gen gnrA,
observada en esta investigacion, si concuerda con lo
reportado por otros autores en la region®*2. El predominio
del gen gnrB con respecto al gnrA, evidenciado en esta
investigacion, se encuentra dentro de lo esperado, ya que
los estudios de frecuencia de genes gnr en varios paises
de Latinoamérica indican que los alelos de los genes gnrB
son mas frecuentes®-*,

Los resultados indican que los genes gnr pueden estar
albergados en cepas con patrones de susceptibilidad a
quinolonas variables, siendo de gran importancia el hecho
que en cepas sensibles a dichos antimicrobianos (NAS/
CIPS) se demostré la presencia del gen gnrB. Este hallazgo
revela que las cepas portadoras del gen son categorizadas
como sensibles en el laboratorio microbioldgico; por
consiguiente, las quinolonas se considerarian como una
opcion terapéutica a nivel clinico. Sin embargo, el uso
de estos agentes contra este tipo de cepas, ademas de
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representar un posible fracaso terapéutico, va a aportar la
presion antimicrobiana necesaria para que se seleccionen
cepas con mutaciones cromosomicas®**7. Los resultados
obtenidos en este estudio sugieren la necesidad de regula-
rizar los tratamientos antimicrobianos con quinolonas, a
fin de minimizar la aparicion de este tipo de cepas.

A través del proceso de conjugacion, se pudo com-
probar la capacidad de transferencia que presentan los
plasmidos albergados en las enterobacterias portadoras
de gnr, para establecerse en la célula receptora, indepen-
dientemente del género original en el que se encontraban.
Lo cual deja en evidencia el amplio rango de hospedador
de estos plasmidos y representa desde el punto de vista
clinico y epidemiolégico un hallazgo importante, debido
a que refleja la facilidad con que se estarian diseminando
los genes gnr entre las bacterias que cohabitan el centro
hospitalario. Este hecho complica la utilizaciéon de
quinolonas como opcidn terapéutica contra este tipo de
microorganismos.

Las 15 cepas trans-conjugantes con susceptibilidad in-
termedia a quinolonas constituyen un hallazgo importante,
ya que este patron de resistencia ha sido asociado con la
presencia de genes gnr®%%°. Al confirmar la presencia del
gen gnr en las cepas trans-conjugantes, y analizar los
fenotipos de susceptibilidad que presentaban, se encontrd
que existe concordancia con lo postulado por algunos
investigadores**, quienes sefialan que las proteinas Qnr
confieren resistencia al acido nalidixico mas no a las
fluoroquinolonas. Este hecho se pudo apreciar, ya que las
trans-conjugantes carecen de mutaciones y, por tanto, el
fenotipo observado de cepas con sensibilidad disminuida
al acido nalidixico y sensibles a ciprofloxacina, es solo
producto de la accion del gen gnr sin inteferencias de
otros mecanismos.

La capacidad de transferencia de plasmidos portadores
de genes gnr, ha sido documentada por diversos autores
en el ambito internacional'®**?, En Venezuela, no se han
reportado investigaciones relacionadas con la transfe-
rencia de genes gnr; el presente estudio representaria la
primera evidencia sobre la transferencia de resistencia a
quinolonas mediada por plasmidos.

La localizacion de los genes gnr en elementos ge-
néticos moviles, que a su vez transportan otros genes
de resistencia, favorece la extensa diseminacion de los
mismos a otros aislados clinicos**'#2, La presencia de
gnry laresistencia a B-lactamicos observada en las cepas
trans-conjugantes, sugiere que los genes que codifican
para ambos mecanismos, pueden transferirse y expresarse
de manera conjunta en las cepas que los albergan. Al
respecto, algunos autores**?** han descrito que los genes
gnr se transmiten de forma conjunta, en la mayoria de los
casos, con genes que codifican enzimas de resistencia a
B-lactamicos. En consecuencia, el empleo de las quinolo-
nas y/o B-lactamicos en pacientes con este tipo de cepas,
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permitirian la seleccion de dichas cepas, por encontrarse
estos genes localizados en el mismo elemento genético.

De igual forma, se comprobd en una cepa tras-
conjugante, resistencia a aminoglucoésidos, la que también
expreso resistencia a cefalosporinas (cefotaxima, ceftazi-
dima) y aztreonan. La resistencia a aminoglucosidos con
frecuencia se ha observado en combinacién con otros
antimicrobianos como quinolonas y B-lactamicos!'2%24,
Sin embargo, en este estudio, la baja transferencia de
determinantes de resistencia a aminoglucosidos, sugiere
que los genes que codifican resistencia a estos agentes se
encontraban insertados en plasmidos no transferidos, o
que en las cepas clinicas resistentes a aminoglucdsidos
estén presentes otros mecanismos de resistencia no codi-
ficados en plasmidos, como pudieran ser una disminucion
de la acumulacion intracelular del antimicrobiano o la
alteracion del sitio diana®.

La transmisibilidad de los plasmidos, en especial,
aquellos que codifican mecanismos de resistencia a qui-
nolonas, desde el punto de vista epidemioldgico es de gran
interés, ya que facilita la diseminacion del mecanismo
entre patdgenos en un centro hospitalario determinado.
En el SAHUAPA, quedd demostrada la existencia no sélo
de mecanismos de resistencia a quinolonas mediadas por
plasmidos, sino también a B-lactamicos y aminoglucosi-
dos, los que pueden ser transferidos simultaneamente por
conjugacion asegurando la diseminacion de los determi-
nantes de resistencia y originando la aparicion de cepas
con resistencia a multiples antimicrobianos.

Por todo lo antes expuesto, la elevada frecuencia de
genes gnr, encontrada en esta investigacion, representa
una situacion preocupante en el SAHUAPA, ya que los
genes gnr localizados en plasmidos transferibles, tienen
la capacidad de diseminarse en el centro hospitalario.
Adicionalmente, la presencia de cepas portadoras de estos
genes, pero con sensibilidad a quinolonas, constituye un
problema clinico, debido a que podrian considerarse a
las quinolonas como terapia antimicrobiana y, por con-
siguiente, facilitar la seleccion de cepas con mutaciones
a nivel cromosémico, lo que complica la aplicacion de
tratamientos con quinolonas en pacientes con infecciones
por enterobacterias. Por lo tanto, es necesario que las
autoridades sanitarias apliquen vigilancia epidemiologica
y control de infecciones, a fin de minimizar la aparicion
y diseminacion de estas cepas.
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Resumen

Introduccion: La resistencia de enterobacterias a
quinolonas se ha difundido por el mundo, fenémeno
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presente también en Venezuela. El mecanismo de esta
resistencia pudiera estar mediado por genes incluidos
en el cromosoma bacteriano o transmitirse en el interior
de plasmidos. Objetivo: Evaluar la resistencia a quino-
lonas, codificada por genes gnr, presentes en cepas de
enterobacterias, aisladas en el Hospital Universitario de
Cumana, Venezuela. Métodos: A las cepas obtenidas se
les realizaron pruebas de susceptibilidad antimicrobiana a
quinolonas, B-lactamicos y aminoglucosidos. La presencia
del gen gnr se determiné por RPC. Las enterobacterias
portadoras del gen gnr fueron sometidas al proceso de
conjugacion bacteriana para comprobar su capacidad
de transferencia. A las transconjugantes obtenidas se les
realizo pruebas de susceptibilidad antimicrobiana y RPC

Articulo Original

para comprobar la transferencia de los genes. Resulta-
dos: Se encontraron elevados porcentajes de resistencia
antimicrobiana a quinolonas y betalactamicos. El 33,6%
de las cepas eran portadoras del gen gnrB, y 0,9% del gen
gnrA. Se obtuvieron 23 cepas transconjugantes; de éstas,
20 portaban el gen gnrB, no se observo la presencia de
gnrA. Discusion: En conclusion, el elevado porcentaje
de genes gnr encontrado en las enterobacterias aisla-
das, y comprobada la presencia de éstos en plasmidos
transferibles, complica la aplicacion de tratamientos
basados en quinolonas y fluoroquinolonas, por lo que es
recomendable el uso racional de estos antimicrobianos,
y proponer la rotacion de la terapia antimicrobiana, a fin
de evitar la seleccion de cepas resistentes.
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