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RESUMEN: Se analizaron cepas de
enterobacterias con resistencia simultanea
a oximinocefalosporinas y fluorquinolonas
aisladas entre febrero y agosto de 2007

de pacientes hospitalizados en el Sanatorio
Médico de Diagndstico y Tratamiento,
Santa Fe Argentina. Mediante PCR
multiplex, se detecto la presencia de
genes gnr en 4 de las 30 cepas analizadas,
representando el 13% de las cepas
estudiadas. Se detect6 la presencia del gen
gnrB en dos cepas de Enterobacter cloacae
y Klebsiella pneumoniae respectivamente.
Ninguna de las cepas estudiadas mostré

la presencia de genes gnrA ni gnrS.
PALABRAS CLAVE: Enterobacterias.
Resistencia simultanea. Genes gnr.

SUMMARY: Detection of gnr genes
in enterobacteriaceae isolates

with simultaneous resistance

to oximinocephalosporins and
fluoroquinolones.

Enterobacteriaceae strains

with simultaneous resistance

to oximinocephalosporins and
fluoroquinolones isolated from hospitalized
patients in Sanatorio Medico de
Diagndstico y Tratamiento, Santa Fe
Argentina, between February and August
2007 were analyzed.

gnr genes was detected by multiplex PCR,
in 4 of 30 tested strains, representing

13% of them. qnrB gene was detected in
two strains of Enterobacter cloacae and
Klebsiella pneumoniae respectively. gnrA
and gnrS genes were not detected in the
studied strains.
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Simultaneous resistance. gnr genes.
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Introduccion

Los B-lactamicos y las fluorquinolonas
constituyen dos familias de antibidticos de
importante aplicacion clinica ya que poseen
un amplio espectro de accion frente a diver-
sas especies bacterianas y versatilidad en
cuanto a su forma de administracion. Sin
embargo, las bacterias han desarrollado
una variedad de estrategias que les per-
mite evadir su accion letal. El uso y abuso
de antibidticos juega un papel decisivo en
la evolucion, diseminacion y el estableci-
miento de los elevados niveles de resis-
tencia al cual nos enfrentamos hoy en dia,
siendo muchas cepas clinicas sélo sensi-
bles a los carbapenems (1,2,3,4,5,6). Asi
mismo, la seleccion de mutantes resistentes
a los carbapenemes tiene relacion directa
con la forma 'y frecuencia de su uso, hecho
que ha sido debidamente documentado por
diversos autores (6,7,8,9,10,11,12,13,14).
La hidrdlisis enzimatica mediada por
(-lactamasas es el mecanismo de resisten-
cia mas eficiente frente a oximinocefalos-
porinas, siendo CTX-M-2 la [J-lactamasa de
espectro extendido (BLEE) de mayor pre-
valencia en Argentina (3,5). Se ha descrito
su ubicacién en un integrén (In) compuesto
de clase |, el cual ha sido secuenciado a
partir de aislamientos de Salmonella ente-
rica serovar Infantis (InS21) (4), Morgane-
lla morganii (IN116) (13) y Proteus mirabilis
(In35) (1). Debido a las ventajas farmacoci-
néticas y farmacodinamicas, las fluorquino-
lonas son una alternativa de primera linea
en el tratamiento de infecciones con cepas
multiresistentes en pacientes internados
y de la comunidad. Entre los mecanismos
de resistencia a quinolonas mediados por
plasmidos, es de creciente interés mundial
el andlisis de los determinantes gnrA, gnrB
y gnrS; con sus diversas variantes alélicas.
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Los genes gnr se encuentran localizados
por lo general en plasmidos transmisibles
por conjugacion y asociados a transposo-
nes e integrones clase |, lo que determina
un gran potencial de diseminacion. Este
mecanismo fue reportado por primera vez
en 1998 en un aislamiento clinico de Kleb-
siella pneumoniae, reconociéndose el gen
gnrA, que codifica para una proteina de
218 amino&cidos que ejerce una accion
de proteccion del sitio blanco, la cual inter-
fiere en la interaccion DNA-girasa y DNA-
topoisomerasa |V, confiriendo resistencia al
acido nalidixico e incrementando mas de 20
veces los valores de CIM a fluorquinolonas.
En la actualidad se reconocen 7 variantes
de gnrA (gnrA1[0gnrA7). Posteriormente se
reconocieron otros 4 genes de resistencia
mediado por plasmidos denominados gnrB
(25 variantes alélicas, qnrB1—qnrB25),
gnrC, gnrD 'y qnrS (4 variantes alélicas,
qnrS1—gnrS4)(15, 16, 17, 18, 19). El obje-
tivo de este trabajo fue estudiar la presen-
cia de genes gnr en aislamientos clinicos de
enterobacterias con resistencia simultanea
a oximinocefalosporinas y fluorquinolonas.

Materiales y métodos

Sobre un total de 788 enterobacterias ais-
ladas entre febrero y agosto de 2007, 56
aislamientos (7,1%) mostraron resistencia
simultdnea a oximinocefalosporinas, acido
nalidixico y ciprofloxacina; tomando como
puntos de corte los propuestos por el CLSI?.

Se seleccionaron al azar 30 cepas ais-
ladas consecutivamente con esta resis-
tencia simultéanea. La identificacion de las
cepas se realizd mediante pruebas bioqui-
micas convencionales. La susceptibilidad a
B-lactamicos y fluorquinolonas se realizd por
el método de difusion con discos (Difco),
siguiendo las recomendaciones del CLSI?;
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ensayandose los siguientes antibiéticos:
ampicilina (10ug), ampicilina + &cido clavu-
lanico (20/10ug), piperacilina (100ug), cefa-
lotina (30ug), cefoxitina (30ug), cefotaxima
(80ug), cefotaxima + acido clavulanico
(80/10ug), ceftazidima (30ug), ceftazidima
+ acido clavulanico (30/10ug), cefepime
(30ug), imipenem (10ug), acido nalidixico
(80ug), norfloxacina (10ug), ciprofloxacina
(5uQ), levofloxacina (5ug), gatifloxacina
(10ug), moxifloxacina (10ug) y pefloxacina
(5ug). Por el método de dilucion en agar
se siguieron las normas establecidas por el
CLSI?', ensayandose los siguientes antibio-
ticos: ampicilina (Bago), ampicilina (Bago)
+ clavulanato de litio (Roemmers), pipe-
racilina (Wyeth), cefalotina (Glaxo), cefoxi-
tina (Saporiti), cefotaxima (Hoechst Marion
Roussel), cefotaxima (Hoechst Marion
Roussel) + clavulanato de litio (Roemmers),
ceftazidima (Glaxo), ceftazidima (Glaxo) +
clavulanato de litio (Roemmers), cefepime
(Bristol-Myers  Squibb), imipenem (Merck-
Sharp and Dohme), ciprofloxacina (Rhoe-
mers) y acido nalidixico (Delta). Para la
deteccién fenotipica de BLEE se realizd el
método de sinergia de doble disco, ensa-
yando discos de cefotaxima (30ug), cefta-
zidima (30ug), cefepime (30ug) y amoxi-
cilina + acido clavulanico (20ug /10ug) de
acuerdo a lo descrito en la literatura®. Las
placas se incubaron 18-24 hs a 37°C en
atmésfera aerdbica. Los aislamientos que
presentaron un ensanchamiento en el area
de inhibicion comprendida entre los dis-
cos de cefotaxima (30ug) - amoxicilina +
acido clavulanico (20ug /10ug), ceftazidima
(80ug) - amoxicilina + acido clavulanico
(20ug /10ug) y cefepime (30ug) - amoxici-
lina + acido clavulanico (20ug /10ug), se
consideraron positivos para la presencia
de BLEE. Para la confirmacion de BLEE se
ensayaron discos de cefotaxima (30ug),
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ceftazidima (30ug) y cefepime (30ug) suple-
mentados con 10 ug de clavulanato de litio
en agar Mueller-Hinton, siguiendo los linea-
mientos propuestos por el CLSI?°. Se com-
pararon los diametros de halos de inhibi-
cion de los discos con y sin inhibidor. Un
incremento = 5 mm en el halo de inhibiciéon
del disco que contiene inhibidor fue consi-
derado positivo para la presencia de BLEE.
Asi mismo se estudi6 el perfil de hidrdlisis
enzimatico evaluando la actividad enzima-
tica de los extractos crudos por el método
iodomeétrico en placas de 150 mm de dia-
metro con 50 ml de agar almiddn al 1,5% vy
800 ul de una solucién 1,/IK con los siguien-
tes antibidticos B-lactdmicos como sustrato:
ampicilina (500 ug/ml), amoxicilina + acido
clavulanico (500/4 ug/ml), cefalotina (1000
ug/ml), cefotaxima (1000 ug/ml), ceftazi-
dima (1000 ug/ml) e imipenem (500 ug/ml).
Se sembraron en placas por triplicado, 20 ul
de cada extracto y se incubaron a 37°C.

Deteccion de genes de resistencia

Para estudiar la presencia de los genes
gnrA, qnrB y qnrS se amplificé un fragmento
interno mediante PCR, segun el protocolo
detallado en la tabla 1 y utilizando los pri-
mers especificos detallados en la tabla 2.
Como controles positivos especificos se uti-
lizaron cepas de Klebsiella pneumoniae B1
gnrB1 (+), Escherichia coli S7 (ES7) qnrS1
(+) y Escherichia coli gnrA1 (+).

Los genes que codifican las BLEEs prev-
alentes se detectaron por PCR usando
como molde ADN plasmidico segun metod-
ologia descrita oportunamente por Truppia
et al. Los amplicones gnrB obtenidos fueron
tercerizados para su secuenciacion. Las se-
cuencias obtenidas fueron analizadas em-
pleando las herramientas informaticas di-
sponibles on line (BLAST, CLUSTALW2).
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Tabla 1: Protocolo PCR mdltiple genes gnr.
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Reactivo Volumen (ul) Programa de termociclado

Buffer 10X (libre de Mg)* 5 Temperatura | Tiempo | Ciclos

MgCl,25 mM* 4 (°0) (seg)

dNTP 10mM** 2,5 95 300 1 (desnaturalizacion inicial)
Primer 10 uM 5 94 60 30

Taq DNA pol* 5000 U/ml 0,5 48 60

DNA molde (20-50 ng/ul) 3 72 45

H,0 milliQ c.s.p. 25 72 600 1 (extension final)
*Inbio-Highway, **Promega, ***Fagos, Ruralex

Tabla 2: Protocolo PCR mdltiple para genes gnr.

Primera? | Secuencia 5’23’ Gen Tm (°C) | Tamano del amplicén (bp*)
gnrAm-F | AGAGGATTTCTCACGCCAGG | gnrAT agnrA7 62 580

gnrAm-R | TGCCAGGCACAGATCTTGAC 62

gnrBm-F | GGMATHGAAATTCGCCACTGb | gnrB1 aqnrB25 | 60 264

gnrBm-R | TTTGCYGYYCGCCAGTCGAADL 62

gnrSm-F | GCAAGTTCATTGAACAGGGT qnrS1agnrS4 | 58 428

agnrSm-R | TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 66

Fy R, primer en sentido y antisentido, respectivamente;, M= Ao C, H=A, Co T Y=Co T

* bp: pares de bases

Tabla 3: Difusion con discos y CIM de las quinolonas ensayadas.

Diametros de halo (mm) CIM (ug/ml)

CEPA NAL | NOR | CIP | LEVO | MOX | GAT | PEF | ORIGEN | acido ciprofloxacina
nalidixico

Enterobacter 6 6 6 6 8 8 6 Herida > 1024 128
cloacae ecl8
Enterobacter 6 6 6 6 8 10 |6 Orina > 1024 512
cloacae ecl9
Klebsiella 6 6 6 6 10 10 |6 Orina > 1024 64
pneumoniae kpn35
Klebsiella 6 6 6 6 10 8 6 Orina > 1024 64
pneumoniae kpn36

NAL: acido nalidixico NOR: norfloxacina CIP: ciprofloxacina LEVO: levofloxacina MOX: moxifloxacina

GAT. gatifloxacina PEF: pefloxacina
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Resultados y conclusiones

De los 30 aislamientos analizados, se
obtuvo amplificacion para alguno de los
alelos gnr en 4 cepas, lo que representd
el 13% de los aislamientos estudiados. El
resto de los aislamientos que mostraron
co-resistencia fenotipica, podrian presentar
otros mecanismos de resistencia a quinolo-
nas (alteracién del sitio diana, eflujo, modifi-
cacion enzimética).

El alelo gnrB se detectd en 2 aislamien-
tos de Enterobacter cloacae vy en 2 aisla-
mientos de Klebsiella pneumoniae. No hubo
amplificacién para ninguna de las varian-
tes alélicas de gnrA ni gnrS en las cepas
estudiadas. Los 4 aislamientos gnrB posi-
tivos exhibieron fenotipicamente la presen-
cia de B-lactamasa de espectro extendido
y mostraron resistencia a todas las quino-
lonas ensayadas (tabla 3). Para confirmar
la identidad de los amplicones gnrB obteni-
dos (264 bp), los mismos fueron secuencia-
dos y posteriormente comparados con las
secuencias depositadas en bases de datos.
En 3 casos (correspondiente a los aisla-
mientos ecl8, ecl9 y kpn35) se obtuvo alta
homologia para los alelos gnrB10/gnrB6, ya
descriptos en Argentina, y mediante PCR
fueron coligados al gen bla,. , que codifica
para la BLEE PER-2. El aislamiento Kpn36
mostré homologia con gnrB2/qnrB20 vy el
mismo fue asociado al gen del grupo bla,
v El alelo gnrB10 fue previamente des-
crito en Argentina en aislamientos clinicos
de enterobacterias (23). Este estudio pro-
vee los primeros reportes de deteccion de
genes gnrB en aislamientos clinicos pro-
venientes de un centro de salud de la ciu-
dad de Santa Fe. Es importante destacar
la relacion establecida entre la presencia
de los determinantes gnr y la produccion
de B-lactamasas de espectro extendido en
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aislamientos clinicos de enterobacterias de
nuestro medio. Esto tiene un impacto clinico
directo debido a que los elevados niveles de
resistencia a los cuales se asocian dichos
determinantes, expresados como mecanis-
mos de resistencia simultanea, co-transmisi-
bles y seleccionables, impiden la utilizacion
de grandes familias de antibiéticos con exce-
lentes ventajas farmacocinéticas y farmaco-
dindmicas, como las penicilinas, cefalospori-
nas y quinolonas, limitando drasticamente el
espectro de antibioticos a utilizar en el trata-
miento de estas cepas asociadas a diversas
infecciones.
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