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RESUMEN

Con el objetivo de reportar marcadores de resistencia plasmidica a quinolonas gnr en aislamientos clinicos de enterobacterias
productoras de betalactamasas CTX-M, se realiz6 un estudio descriptivo, con aislamientos del cepario del proyecto TO-06/09
del Instituto Nacional de Salud del Nifio. Se recuperaron 138 aislamientos. La susceptibilidad antimicrobiana se determiné
por el método de disco difusion y la identificacion de genes por reaccion en cadena de la polimerasa. De los 138 aislados, 67
(48,5%) fueron positivos para proteinas gnr por el método genotipico. De los cuales 38 (56,7%) presentaron determinantes
qgnrB y 48 (71,6%) determinantes gnrS. Ningun aislado presentd determinantes gnrA. Se detectd determinantes gnr en
aislamientos que presentaban betalactamasas CTX-M en una poblacion no expuesta.
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MARKERS OF PLASMID RESISTANCE TO gnr QUINOLONES IN
CLINICAL ISOLATES OF CTX-M BETA-LACTAMASES-PRODUCING
ENTEROBACTERIA IN LIMA, PERU

ABSTRACT

Aimed at reporting markers of plasmid resistance to gnr quinolones in clinical isolates of CTX-M beta-lactamase-
producing enterobacteria, a descriptive study was conducted with isolates from the strain repository of TO-06/09 project
of the National Children’s Health Institute. 138 isolates were recovered. Antimicrobial susceptibility was determined
by the diffusion disk method, and gene identification by polymerase chain reaction. Of the 138 isolates, 67 (48.5%)
were genotypically positive for gnr proteins; of these, 38 (56.7%) had gnrB determinants and 48 (71.6%) had gnrS
determinants. No isolate presented gnrA determinants. gnr determinants were detected in isolates containing CTX-M

beta-lactamases in a non-exposed population.

Keywords: Bacterial drug resistance; Quinolones; Beta-lactamases; Enterobacteriaceae (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La diseminacion mundial de microorganismos resistentes a
los antimicrobianos es un problema en la atencién en salud
que disminuye las opciones disponibles para el tratamiento
apropiado. No es sorprendente que la propagacién mundial
de la resistencia a los medicamentos sea reconocida
como una gran amenaza para la salud humana, siendo

los betalactamicos y las quinolonas, dos de los grupos
de antimicrobianos mas utilizados en la terapia frente a
infecciones por bacterias gram negativas (.

La produccién de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) es el mecanismo de resistencia mas importante
frente a cefalosporinas de tercera generacion, siendo las
enzimas de tipo CTX-M predominantes a nivel mundial @.
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Por el lado de las quinolonas, la resistencia se presenta
tipicamente como resultado de alteraciones en las enzimas
diana (ADN girasa y topoisomerasa |V), transferencia
de plasmidos, mutaciones en las porinas y sistemas de
expulsion. El tipo de resistencia por mutaciones de caracter
cromosomico permite la transferencia vertical de resistencia
a la descendencia del microorganismo, como un principio
de caracter hereditario establecido por mutaciones en las
regiones QRDR (quinolone-resistance determinig region) .

Entre los determinantes de resistencia a quinolonas
mediada por plasmidos (PMQR) y que disminuyen
su efecto terapéutico, tenemos a las proteinas qnr
(quinolone resistance: qnrA, qnrB, qnrC, gnrD, gnrS y
gnrVC), enzima aac (6')-Ib-cr, y bombas de expulsion
QepA y OgxAB, que brindan resistencia de transmision
horizontal a través de plasmidos favoreciendo una
mayor diseminacion a otras bacterias receptoras que lo
carecen. Aunque estos marcadores solo proporcionan
resistencia a quinolonas de bajo nivel por si mismos,
se ha demostrado in vitro que facilitan la seleccién de
mutaciones cromosoémicas en QRDR ©),

Por consenso se define al gen gnr como un alelo de
origen natural que codifica un pentapéptido repetido que
confiere susceptibilidad reducida a quinolonas; in vitro ha
demostrado proteger la ADN girasa y la topoisomerasa |V
por reduccion del nimero de sitios blanco (para quinolonas)
al complejo enzima-ADN (bacteriano) ®©. Asimismo, la
existencia de un vinculo reconocido entre la resistencia a
quinolonas y las BLEE en enterobacterias, se relaciona a
vehiculos genéticos denominados integrones .

El objetivo de este estudio fue reportar marcadores de
resistencia plasmidica a quinolonas gnr en aislamientos
clinicos de enterobacterias productoras de betalactamasas
CTX-M.

EL ESTUDIO

Se realizé un estudio descriptivo donde se estudiaron
enterobacterias productoras de betalactamasas CTX-M
(recolectadas entre agosto de 2012 y enero de 2013)
del cepario obtenido del proyecto TO-06/09 «Deteccidn
y caracterizacion molecular B-lactamasas de expectro
extendido en E. coli y K. pneumoniae aisladas en el
Instituto Nacional de Salud del Nifio». Se recuperaron
138 aislamientos consecutivos no repetidos, obtenidos de
muestras de orina, secreciones y sangre, provenientes de
pacientes pediatricos de los servicios de hospitalizacion y
consultorio externo.

La identificacion se realizd mediante pruebas bioquimicas
convencionales, mientras que la susceptibilidad antimicrobiana
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Motivacion para realizar el estudio. Entre los determinantes de
resistencia a quinolonas mediada por plasmidos (PMQR) y que
disminuyen su efecto terapéutico, tenemos a las proteinas

Principales hallazgos. En los aislamientos clinicos de enterobacterias
productoras de betalactamasas CTX-M, 67 (48,5%) fueron positivos
para proteinas qnr. De los cuales 38 presentaron determinantes qnrB
y 48 determinantes qnrS. Ninguno presenté determinantes qnrA.

Implicancias. Los determinantes qnr estan presentes en aislamientos
portadores de betalactamasas, lo que indicaria una relacion entre las
betalactamasas y las PMQR; esto nos ayuda a conocer la situacion
de la epidemiologa de la resistencia bacteriana en nuestro medio.

se determind por el método de disco difusién, siguiendo las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standars Institute
(CLSI)®,

La deteccion genotipica se efectué en el Laboratorio
de Epidemiologia Molecular y Genética del Instituto de
Medicina Tropical «Daniel A. Carrion» de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM). Se utilizd6 ADN
total como molde. Se amplificaron los genes codificantes
de los genes gnrA y gnrB por el método de reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR) segun Youn et al. © y el gen
gnrS por PCR segun Chen et al. (19,

Se reportan las frecuencias y porcentajes para las variables
de interés. Se utilizé el programa Microsoft Excel 2010 y
el programa WHONET (Word Health Organization Net
Version 5.6).

El protocolo del estudio fue aprobado por la Escuela de
Tecnologia Médica de la UNMSM. Todos los procedimientos
del presente estudio siguen los lineamientos de las buenas
practicas clinicas y de ética en investigacion biomédica.

RESULTADOS

De los 138 aislamientos de enterobacterias productoras
de betalactamasas CTX-M, 67 (48,5%) fueron productores
de proteinas gnr, de los cuales 38 (56,7%) presentaron
determinantes qnrB, distribuidos entre Escherichia coli
(13/38), Klebsiella pneumoniae (22/38), Salmonella
spp. (2/38) y Enterobacter cloacae (1/38); y 48 (71,6%)
presentaron determinantes qnrS, presente en Escherichia
coli (26/48) y Klebsiella pneumoniae (22/48); no se
encontraron determinantes gnrA. Ademas, se evidenciaron
dos tipos de proteinas gnr en Escherichia coli (4) y Klebsiella
pneumoniae (15) (Figura 1) (Tabla 1).
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Figura 1. A. Gel de agarosa de la corrida electroforética de reaccion en cadena de la polimerasa para la amplificacion de los genes gnrA
(580pb) de los aislamientos de enterobacterias productoras de betalactamasas CTX-M. Marcador de tamafio molecular: 100 pb DNA Ladder
Invitrogen TM. Carril CP: control positivo; carril CN: control negativo; carril 1, 2 y 3: aislamientos negativos. B. Gel de agarosa de la corrida
electroforética de reaccién en cadena de la polimerasa para la amplificacion de los genes qnrB (264pb) de los aislamientos de enterobacterias
productoras de betalactamasas CTX-M. Marcador de tamafio molecular: 100 pb DNA Ladder InvitrogenTM. Carril C+: control positivo; carril C-:
control negativo; carril 1, 2 y 3: aislamientos positivos. C. Gel de agarosa de la corrida electroforética de reaccion en cadena de la polimerasa
para la amplificacion de los genes gnrS (428pb) de los aislamientos de enterobacterias productoras de betalactamasas CTX-M. Marcador de
tamafio molecular: 100 pb DNA Ladder InvitrogenTM. Carril C+: control positivo; carril C-: control negativo; carril 1 y 2: aislamientos negativos;
carril 3: aislamiento positivo.

Elperfilde susceptibilidad alos antibiéticos enlos aislamientos genes gnr segun tipo de muestra fueron: 77,6% de orina y
de enterobacterias productoras de betalactamsas CTX-M 22,4% de secreciones.
portadores de genes qnr se muestra en la Figura 2. .

DISCUSION
La frecuencia de aislados productores de genes qnr
segun procedencia fueron: 37,3% hospitalario y 62,7% A pesar de haber sido demostrada la seguridad del uso de
comunitario. La frecuencia de aislados productores de quinolonas en los nifios (', su uso en esta poblacion no es
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Figura 2. Perfil de susceptibilidad a los antibidticos en los aislamientos de enterobacterias productoras de
betalactamsas tipo CTX-M portadores de genes gnr
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Tabla 1. Distribucién de los determinantes resistencia a
quinolonas mediada por plasmidos gnr segun especie
bacteriana.

Bacteria Sélo Sélo Sélo qnrB +
qnrA qnrB qnrS qnrS

E. coli 0 9 22 4

K. pneumoniae 0 7 7 15

Salmonella spp. 0 2 0 0

E. cloace 0 1 0 0

habitual y esta limitado segun las patologias. Nuestro pais
no es la excepcion, y el uso de quinolonas en nifios es poco
comun. Sin embargo, ya se han informado niveles altos de
resistencia a las quinolonas en microorganismos aislados
de nifios (2.

En nuestro estudio, las enterobacterias productoras de
betalactamsas CTX-M presentaron un alto porcentaje de
resistencia a quinolonas; similar a lo reportado en Iran en
2011, con una poblaciéon semejante, donde se encontré
un 64% de resistencia a ciprofloxacino %, y el mismo afio
en un estudio realizado en México se obtuvo un 26% de
resistencia a ciprofloxacino (4.

De los 138 aislamientos seleccionados se encontrd
67 (48,5%) de genes qgnr, se evidencia un aumento
si lo comparamos con el estudio realizado también en
Pert el 2012 donde obtuvieron un 14% de genes gnr
en enterobacterias productoras de BLEE de diferentes
hospitales de Lima (). Otro estudio también realizado en
Peru sobre resistencia a quinolonas en Escherichia coli
diarrogénicas y comensales recuperadas de nifios (9,
reporta la presencia de PMQR, entre ellos qnrB en 8,2%
(8/96), a diferencia de nuestro estudio donde observamos
gnrB en 27,5% (38/138) de los casos; tenemos que
mencionar que los aislamientos del estudio eran portadores
de betalactamasas CTX-M, lo que podria indicar una
relacion directa entre los mecanismos de resistencia frente
a quinolonas y betalactamicos mediada por elementos
genéticos moviles como integrones o plasmidos 7.

Aunque este estudio se centré en los PMQR, la resistencia
a quinolonas se produce principalmente como resultado
de mutaciones en los genes cromosomicos que codifican
los blancos de quinolonas. Por lo tanto, mutaciones en
el gen gyrA en la posiciéon 83 (que conduce a Leu, Val o
Ala) son los mecanismos de resistencia a quinolonas mas
frecuentemente observados (8.

Los genes PMQR confieren niveles bajos de resistencia a
quinolonas, estas proteinas cumplen su funcién de manera
proporcional a su concentracion y se ha sugerido que
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facilitan la seleccion de niveles mas altos de resistencia.
Ademas, se ha demostrado que gnrA, gnrB y gnrS pueden
jugar un papel importante en la adquisicion de resistencia
clinica a las quinolonas y, por lo tanto, al fracaso terapéutico
en el tratamiento (19,

Asimismo, se encontraron aislamientos que portaban el
gen gnrS (5/48) y el gen gnrB, (2/38), que no presentaban
resistencia a ninguna quinolona; sin embargo, la sensibilidad
fenotipica en estos casos se encontraba disminuida y en el
border line. La presencia de un unico PMQR generalmente
no confiere resistencia de alto nivel a estos antimicrobianos,
sino que aumenta el riesgo de desarrollar resistencia a
quinolonas. Sin embargo, la diversidad y el numero de
PMQR en las presentes muestras, junto con la presencia
de mutaciones en las regiones QRDR, pueden explicar los
altos niveles de resistencia a quinolonas 9.

Adicionalmente, se hall6 el gen gnrB en dos aislamientos
de Salmonella spp., debido a que las quinolonas también
son empleadas en uso veterinario, la aparicion de
genes en bacterias de transmisién zoondtica como la
salmonella indicarian un aumento en el uso de este tipo de
antimicrobianos en ese campo .

Existen limitaciones del estudio que deben ser reconocidas.
La epidemiologia en otras poblaciones e instituciones
podria ser diferente con la de nuestro estudio, ya que
analizamos un solo centro; ademas, no se buscaron otros
determinantes PMQR, como otras variantes de los genes
gnr, enzimas modificadoras o bombas de flujo. También
seria importante el secuenciamiento, para conocer las
variantes alélicas, asi como evaluar el entorno genético
de los plasmidos que portan los genes de resistencia de
betalactamasas CTX-M y genes gnr.

En conclusién, se ha demostrado la presencia de
determinantes de PMQR involucrados en la resistencia a
quinolonas enaislamientos que presentaban betalactamasas
CTX-M en una poblacién no expuesta. Lo que indicaria una
relacién entre las betalactamasas y las PMQR, por lo menos
a nivel de las proteinas gnr; esto nos ayuda a conocer la
situacion de la epidemidloga de la resistencia bacteriana en
nuestro medio.
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