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La resistencia a quinolonas en bacterias gramnegativas
esta causada fundamentalmente por mutaciones
cromosoémicas. En 1998 se describio en cepas clinicas

de Klebsiella pneumoniae la existencia de un plasmido
conjugativo que confiere resistencia a quinolonas. El locus
responsable de la resistencia a quinolonas en este
plasmido se designé gnr (quinolone resistance). Se ha
propuesto que la funcion de la proteina que expresa este
locus sea proteger tanto la ADN-girasa como la
topoisomerasa IV de la accion de las quinolonas. Ademas,
gnr se ha localizado formando parte de una estructura de
tipo integron aguas arriba de los genes gacEA1y sull,
sugiriendo la posibilidad de su presencia en integrones
de clase 1. En este trabajo se lleva a cabo una revision de
la informacion obtenida en los ultimos afos sobre este
mecanismo de resistencia.
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Mechanisms of plasmid-mediated resistance to quinolones

Quinolone resistance is caused mainly by chromosomal
mutations in gram negative bacteria. In 1998,
plasmid-mediated resistance to quinolones in clinical
isolates was first reported in a Klebsiella pneumoniae
strain. Locus gnr (quinolone resistance) was responsible
of the quinolone resistance in this plasmid. gnr codes a
protein whose function is protect both DNA-girase and
topoisomerase IV from these antimicrobials. Moreover,
qnris located in an integron-like structure upstream

of gacEA1 y sul1. A review of the information obtained
in the last years about this mechanism of resistance was
performed.
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Introduccion

En 1962, durante el proceso de sintesis y purificacion
de la cloroquina (un agente contra la malaria) se descubrié
un derivado de las quinolonas, el acido nalidixico, activo
frente a algunas bacterias gramnegativas y capaz de al-
canzar elevadas concentraciones en orinal. Sin embargo,
su uso clinico se limit6 al tratamiento de infecciones del
tracto urinario (ITU). La adicién de un atomo de fltor
en la posicién 6 de las moléculas de quinolonas potenci6 en
gran medida su actividad, pero no fue hasta fines de la
década de 1980 y principios de 1990 cuando se introduje-
ron en clinica nuevas fluoroquinolonas con actividad fren-
te a bacterias gramnegativas y a grampositivas, incluso
frente a anaerobias?.

En nuestros dias, las fluoroquinolonas se usan en diver-
sos tipos de infecciones, que incluyen bacteriemias, infec-
ciones del tracto respiratorio, osteomielitis, infecciones en-
téricas o infecciones gonocécicas?® y, por otro lado, tienen
un uso profildctico por ejemplo en pacientes neutropénicos
(aunque el riesgo de desarrollo de resistencia en bacilos
gramnegativos durante este tipo de programas es alta).
Ademads, las quinolonas, junto con otros agentes antibac-
terianos, se han usado en el ambito veterinario.

El mecanismo de accién de las fluoroquinolonas es bas-
tante complejo. Este tipo de farmacos penetran en bacte-
rias gramnegativas a través de porinas, pudiendo tam-
bién hacerlo directamente a través de la bicapa lipidica,
y luego atraviesan la membrana interna para alcanzar el
citoplasma. En bacterias grampositivas la penetracion
ocurre directamente a través de la envuelta celular hasta
alcanzar el citoplasma. Posteriormente actian a nivel del
ADN bacteriano produciendo la inhibicién de las topoiso-
merasas (ADN-girasa y topoisomerasa IV). Al unirse las
fluoroquinolonas a las subunidades de la ADN-girasa se
produce la aparicién de extremos libres de ADN, sobre
los cuales actuaran exonucleasas que produciran la muer-
te celular*®. E1 mecanismo tultimo de accién bactericida no
se conoce bien.

El extenso uso de estos antimicrobianos ha generado la
aparicion de bacterias resistentes a estos agentes. Hasta
la fecha, los principales mecanismos implicados en esta re-
sistencia han sido dos (ambos mediados por elementos cro-
mosémicos): alteraciones en las dianas de las quinolonas y
disminucién en la acumulacién del antibiético en el inte-
rior bacteriano por impermeabilizacién de la membrana
(pérdida de porinas o alteraciones del lipopolisacarido) o
por expresion de sistemas de expulsion activa. En 1998, se
describe por primera vez resistencia a quinolonas transmi-
sible horizontalmenteb. El gen gnr es el responsable gené-
tico de la resistencia y se encuentra dentro de un elemento
moévil. La diseminacion horizontal de mecanismos de resis-
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Figura 2. Interrupcion de la accion de las topoisomerasas por quinolonas.

tencia a fluoroquinolonas abre la posibilidad de una rapida
expansion de la resistencia a estos antimicrobianos, tanto
en patégenos de animales como en seres humanos, méas
aun con el extenso uso que se hace de las mismas.

Mecanismo de accion y resistencia
cromosomica

Las fluoroquinolonas inhiben la sintesis de ADN. La in-
hibicién ocurre por la interaccion del antibiético con el
complejo formado por la unién del ADN a las dianas de
las quinolonas, la ADN-girasa y la topoisomerasa IV. Es-
tas dos enzimas estan estructuralmente relacionadas y
constan de dos pares de subunidades diferentes, las sub-
unidades GyrA y GyrB en el caso de la ADN-girasa, y las
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subunidades ParC y ParE en el caso de la topoisomerasa
IV. Ambas enzimas son topoisomerasas tipo II, es decir,
actian cortando ambas hebras de un segmento de ADN,
pasando otro segmento de ADN a través de la rotura, y
volviendo a unir los extremos libres (fig. 1). La ADN-gira-
sa esta implicada en la relajacién o enrollamiento del
ADN, por ejemplo, durante el proceso de sintesis de ADN.
La topoisomerasa IV estéd implicada en la separacién de
los cromosomas hijos tras la replicacién del ADN”. En am-
bos casos, las fluoroquinolonas actian atrapando a la en-
zima sobre el ADN durante la reaccién de topoisomeriza-
cién, cuando la enzima ha producido la rotura del ADN y
ha generado extremos libres en éste. La unién del antimi-
crobiano estabiliza el complejo produciéndose una barre-
ra fisica para el movimiento de la horquilla de replica-
cién®, la ARN polimerasa® y la ADN helicasa®®. La colisién
de este complejo con la horquilla de replicacién desencade-
na una serie de sucesos, entre los que se incluyen la acti-
vacion del sistema SOS, pero en general poco conocidos,
que tienen como resultado final la muerte celular.

La diana de las quinolonas depende del compuesto con-
siderado, y puede diferir entre grampositivos y gramne-
gativos. En los grampositivos la diana primaria es, en mu-
chos casos, la topoisomerasa IV, mientras que en los
gramnegativos es la ADN-girasa. Las fluoroquinolonas de-
sarrolladas mas recientemente, como moxifloxacino y cli-
nafloxacino, presentan una afinidad similar por ambas
dianas'!.

En resumen, las quinolonas actiian en cuatro etapas:
a) paso a través de las porinas de la pared bacteriana y
b) de la membrana citoplasmatica hasta llegar al citoplas-
ma; ¢) inhibicién de la ADN-girasa y/o topoisomerasa IV, y
d) induccién de la respuesta SOS (fig. 2).

En su mayoria, la resistencia a quinolonas en bacterias
gramnegativas se produce por mutaciones cromosémi-
cas*®". En Escherichia coli la modificacién de la diana es
determinada por mutaciones en gyrA o parC (genes que
codifican para la subunidad A de la ADN-girasa y la to-
poisomerasa IV, respectivamente), y en menor medida en
gyrB o parE (genes que codifican para la subunidad B de
la ADN-girasa y la topoisomerasa IV, respectivamente).
Estudios cristalograficos sobre la estructura de GyrA su-
gieren que los cambios aminoacidicos ocurren en la regién
que contiene el sitio activo, donde la enzima se une al
ADN e interacciona con las quinolonas'? (tabla 1). Tanto
en E. coli como en Staphylococcus aureus se ha demostra-
do que diferentes niveles de resistencia a quinolonas de-
penden de si las alteraciones ocurren en la diana primaria,
la secundaria, o en ambas.

Otro factor importante para la resistencia a fluoroqui-
nolonas se debe a mutaciones en bombas de transporte
activo que expulsan compuestos téxicos debido a su ex-
presion o sobreexpresion provocando resistencia a diferen-
tes grupos de antibiéticos al mismo tiempo. Estos sistemas
parecen estar en muchas, si no en todas las bacterias. En
algunos microorganismos, como Stenotrophomonas mal-
tophilia, este mecanismo puede tener una gran relevan-
cia'®. El gen norA codifica una bomba que contribuye a re-
sistencia en S. aureus', y acrAB codifica en E. coli un
sistema de expulsién multidroga que asociado al producto
de tolC modula la resistencia a quinolonas en esta espe-
cie'®, La sobreexpresion de NorA, por una mutacién en el
promotor, provoca un aumento de 2 a 4 veces la concen-
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tracién inhibitoria minima (CIM) de ciprofloxacino6. Pa-
rece que la simple expresién de bombas de expulsién acti-
va tiene un efecto limitado sobre la resistencia a fluoro-
quinolonas, pero su expresion basal si contribuye de modo
notable a la resistencia causada por otros mecanismos.
Por ejemplo, si en cepas con mutaciones en gyrA se muta
acrB, el nivel de resistencia disminuye considerablemente.
Por otra parte, se han caracterizado un alto nimero de
bombas potencialmente implicadas en la resistencia, con
lo cual es dificil definir con exactitud el papel de cada una
de ellas (tabla 2).

La pérdida de permeabilidad de membrana es otra de
las formas de resistencia, por mutaciones en genes estruc-
turales o reguladores que hace que disminuya el nimero
efectivo de porinas (en E. coli genes ompC y ompF, en
Klebsiella pneumoniae genes ompK35 y ompK36).

Recientemente se han comunicado, por primera vez,
bajos niveles de resistencia causados por la expresién re-
ducida de la topoisomerasa IV en S. aureus. Niveles redu-
cidos de ParE son compatibles con la supervivencia bacte-
riana, aunque debe suponer un coste sobre la velocidad de
division celular. Parece que este fenémeno debe llevar aso-
ciado otros mecanismos compensatorios que no revierten
el fenotipo de resistencial’.

Mecanismos potenciales de resistencia
a quinolonas mediada por plasmidos

En principio, el caracter hereditario de las mutaciones
cromosoémicas que causan resistencia a quinolonas haria
que estos mutantes no requiriesen mecanismos de resis-
tencia transferibles horizontalmente, ya que su supervi-
vencia y diseminacién vertical estdn aseguradas. Asi, al
ser la cepa receptora resistente a quinolonas no tendria
ninguna necesidad de que se le transfiriese otro marcador
de resistencia.

Plasmidos con genes cromosémicos

Una posibilidad con la que se especulé fue la adquisi-
cién de genes cromosémicos de la ADN-girasa o la topoi-
somerasa IV con mutaciones de resistencia a quinolonas
por parte de plasmidos o elementos méviles. Ademas, la
elevada tasa de resistencia en grampositivos (en particu-
lar en estafilococos), la demostracién de la transferencia
natural de material genético de grampositivo a gramne-
gativo!® y la ausencia de barrera para la expresion de ge-
nes de grampositivos en gramnegativos!® abre una via
tedrica de resistencia transferible a quinolonas. En mu-
chas especies la presencia de una topoisomerasa mutada
es recesiva frente a la topoisomerasa silvestre original del
microorganismo.

Inactivacion de la droga

La inactivacién de la droga (por oxidacién, reduccion, es-
terificacion u otras reacciones) es el mecanismo de resis-
tencia mas comun entre los patégenos bacterianos, produ-
ciendo resistencia cruzada a diferentes antimicrobianos
del mismo grupo. Hasta el momento sélo se han descrito
hongos capaces de degradar las quinolonas?*2!, Puesto que
estos compuestos son productos de sintesis en el laborato-
rio y no se producen por bacterias u hongos, es dificil pen-
sar que existiese un proceso natural de presion hacia la re-
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TABLA 1. Mutaciones descritas en las subunidades GyrA,
ParC, GyrB y ParE en cepas resistentes a quinolonas
en Escherichia coli

Codén | Aminoécido silvestre Cambios descritos
GyrA
51 Ala Val
67 Ala Ser
81 Gly Cys, Asp
82 Asp Gly
83 Ser Leu, Trp, Ala, Val
84 Ala Pro, Val
87 Asp Asn, Gly, Val, Tyr, His
106 Gln Arg, His
GyrB
426 Asp Asn
447 Lys Glu
ParC
78 Gly Asp
80 Ser Ile, Arg
84 Glu Lys, Val, Gly
ParE
445 Leu His

TABLA 2. Componentes de sistemas de expulsion activa
de multirresistencia en diferentes patogenos

Componentes del sistema de flujo

Organismo Proteina | Proteina de Gen
Bomba | de unién a | membrana | regulador
membrana externa o mutacién
Bacterias gramnegativas
P. aeruginosa MexB MexA OprM mexR
MexD MexC Oprd nfxB
MexF MexE OprN mexT
MexY MexX OprM mexZ
E. coli AcrB AcrA TolC arcR
marA
robA
soxS
Bacterias grampositivas
S. aureus NorA - - flgB
Mutacién en
promotor
arlRS
S. pneumoniae PmrA - - ?

sistencia a quinolonas en microorganismos ambientales
o patégenos. Si podria ocurrir, sin embargo, que las qui-
nolonas se inactivaran por enzimas implicadas en la de-
gradacion de otros compuestos mas o menos relacionados,
y para los que si existiese presién ambiental.

Mecanismo de accion de gnr

En 1987 se inform6 de resistencia a quinolonas media-
da por pldsmidos en una cepa de Shigella dysenteriae??,
que mas tarde no pudo ser comprobada. En 1998 se publi-
¢ por primera vez la existencia de una cepa clinica de
K. pneumoniae aislada de un cultivo de orina recogido en
Birmingham, Alabama (EE.UU.), que contenia un plas-
mido con alto rango de hospedador, y cuyos transconju-
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gantes en E. coli incrementaban la resistencia a acido
nalidixico de 4 a 32 mg/l, y a ciprofloxacino de 0,008 a
0,25 mg/1?3. Este plasmido, denominado pMG252, aumen-
ta de 4 a 8 veces la resistencia debida a mutaciones defi-
nidas en la ADN-girasa, porinas o bombas de expulsién
activa®* y facilita la selecciéon de mutantes resistentes a
quinolonas, por mecanismos que aun no se conocen. La
presencia de este plasmido no alteraba el patrén de ex-
presion de porinas en el hospedador ni reducia la acumu-
lacién de quinolonas, lo que sugirié la existencia de un
nuevo mecanismo de resistencia.

Para aclarar este posible nuevo mecanismo, el gen gnr
de pMG252 se clond, secuencié y después se amplificé por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y se introdujo
en un vector de expresién. De este modo se pudo purificar
la proteina codificada por gnr y estudiar su interaccién con
las quinolonas y sus dianas (ADN-girasa y topoisomerasa
IV) mediante estudios de movilidad electroforética. Ello
permitié demostrar que, al menos in viiro, Qnr protege a
la ADN-girasa de E. coli de la inhibicién por ciprofloxaci-
no?5. Esta proteccion es proporcional a la concentracion
de Qnr, e inversamente proporcional a la concentracién de
ciprofloxacino®. La topoisomerasa IV, diana secundaria
de las quinolonas en E. coli, parece también ser protegi-
da de las quinolonas por Qnr?®.

Qnr pertenece a la familia de los pentapéptidos repe-
tidos, de la que hasta el momento se conocen més de
90 miembros. Esta familia se define por la presencia de re-
peticiones en tdndem de motivos A(D/N)LXX, donde X es
cualquier aminoacido?’. Estas proteinas se han encontra-
do en muchos géneros bacterianos, pero parece comun en
cianobacterias, pudiendo ser tanto proteinas de membra-
na como citoplasmaéticas. Estas proteinas presentan es-
tructura en a-hélice en su circunferencia externa y hojas 3
paralelas en su circunferencia interna?®, una estructura
apropiada para la interaccion entre proteinas.

En esta familia de pentapéptidos existen dos miembros
de especial relevancia en cuanto a la resistencia a quinolo-
nas. El primero es McbG, una proteina que protege a las
bacterias que sintetizan microcina B17 (MccB17) de su
propia inhibicién. MccB17 es un péptido modificado pos-
trascripcionalmente de 3,1 kDa que bloquea la replica-
cion del ADN??, y que puede, como el ciprofloxacino, inhi-
bir la accién de la ADN-girasa®® y estabilizar el complejo
ADN-ADN-girasa en presencia de trifosfato de adenosina
(ATP)3! y de extremos libres de ADN. El mecanismo de au-
toinmunidad conferido por mebG implica a otros genes:
mcbE y mcebF, relacionados con el bombeo de MccB17 fue-
ra de la célula®2. Se ha comprobado que un plasmido que
lleve el operén mebEFG produce un aumento en la CIM de
quinolonas de 2 a 8 veces?3. En relacion con este sistema,
en el afio 2002 se describi6 una nueva proteina (SbmC),
que también protege a E. coli de la acciéon de MccB1734.

En E. coli, el operén meb (responsable de la produccién de
MccB17) y el operén emr (que codifica la bomba EmrAB
de resistencia a multiples compuestos) comparten un mis-
mo represor: EmrR. Ademas, los compuestos que inducen
el operén emr reprimen el operén mcb3.

El segundo miembro de la familia de los pentapéptidos
es MfpA, una proteina que se cloné del genoma de Myco-
bacterium smegmatis a partir de estudios sobre bombas de
expulsion activa que contribuyen a la resistencia a quino-
lonas®. Los pldsmidos artificiales que codifican MfpA in-
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crementan la resistencia a ciprofloxacino hasta 4 veces.
El mecanismo de resistencia no ha sido ain establecido,
pero se sabe que MfpA no tiene efecto sobre la acumula-
ci6n de ciprofloxacino marcado con C'4,

La relacién de los miembros de esta familia y Qnr es di-
ficil de establecer, entre otras razones porque el porcenta-
je de homologia entre Qnr y McbG o MfpA es del 19,6%
y 18,9%, respectivamente®. Con los datos existentes sélo
podemos especular con la posibilidad de que Qnr aparecie-
se a partir de alguna proteina de inmunidad disenada
para proteger a la ADN-girasa de inhibidores naturales, o
desde algun gen cromosémico de funcién desconocida que
codificase una proteina de la familia de los pentapéptidos
desde micobacterias, cianobacterias u otros grupos bacte-
rianos.

Entorno genético de gnr

El gen gnr se encuentra, en las cepas en las que se ha
descrito, en plasmidos transmisibles por conjugacion. Es-
tudios realizados con el plasmido en el que se describié por
primera vez, pMG252, revelan que gnr se encuentra en un
plasmido con amplio rango de hospedador transmisible
por conjugacion en especies como K. pneumoniae, E. coli,
C. freundii, S. typhimurium o P. aeruginosa®®. El gnr se lo-
caliza en el plasmido original de donde se aislé formando
parte de una secuencia nucleotidica caracteristica origi-
nalmente de los integrones In6 (del plasmido pSa) e
In7 (de pDGO100)%", sugiriendo su presencia en un inte-
gron de clase 1%5. Estos integrones poseen una region con-
servada comun hacia 3’ que contiene el gen gacESI (que
confiere bajo nivel de resistencias a ciertos compuestos
amoénicos)®® y sull (que confiere bajo nivel de resistencia a
sulfamidas, pero que no se expresa en integrones al haber
perdido su promotor)®®. Un nimero inusual de integrones
de clase 1 que contienen la region comtn de In6 e In7 lle-
van un elemento inicialmente denominado orf341, y ahora
orf513, el cual se postula que codifica una recombinasa
especifica de sitio para la adquisicién de genes de resis-
tencia®®. Muchos genes de resistencia, como los que codifi-
can betalactamasas plasmidicas, se encuentran localiza-
dos dentro de elementos méviles de este tipo, y también
dentro de transponsones, lo cual, como se sabe, potencia
su diseminacion®’. En estos casetes de resistencia, inclui-
do gnr, el elemento de 59 pb*! se ha perdido, indicando
que, efectivamente, orf513 debe estar implicado en la ad-
quisicion especifica de sitio de genes.

Es importante sefialar que existe una relacién estadis-
ticamente significativa entre la resistencia a quinolonas y
betalactamicos??, y sea circunstancial o no, pMG252 con-
tiene la betalactamasa de espectro ampliado FOX-5%. Asi,
se abre una via de corresistencia a dos familias muy im-
portantes de antimicrobianos, sobre todo en cepas con
algin mecanismo de resistencia a quinolonas como la pér-
dida de porinas, donde la presencia de gnr facilita alcan-
zar altos niveles de resistencia.

En un estudio mds reciente*?, se analiz6 el entorno ge-
nético de los transconjugantes de dos cepas de E. coli de
un hospital de Shangai resistentes a quinolonas en las que
se habia identificado la presencia de gnr. En estas cepas se
hall6 que gnr se encuentra formando parte de un integrén
de clase 1, perteneciente a la familia In4, adyacente a
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Figura 3. Entorno genético de cepas en las que se ha encontrado gnr y comparacion de la secuencia con otros integrones de clase 1.

orf513 y aguas arriba de ampR, qacES1 y sull (fig. 3). El
gen gnr del plasmido original pMG252 tiene una localiza-
cién similar, pero en los plasmidos de las cepas de Shan-
gai, el gen ampR se encuentra inmediatamente aguas de-
bajo de gnr, mientras que en pMG252, qacES1 y sull estan
directamente aguas debajo de gnr. En estos dos nuevos
plasmidos, los integrones que contienen gnr, In36 e In3743,
presentaban una estructura similar a la de pSal-1#4, pero
ampC se sustituye por gnr (fig. 3). En el resto de cepas gnr
positivas del estudio de las cepas de Shangai se comprob6
por PCR que ampR se encuentra préximo a orf513, pero
ampC ha sido sustituido por gnr.

En muchas ocasiones, la movilidad de los integrones se
debe a su presencia dentro de transponsones o plasmidos.
Los integrones que llevan gnr parece que son méviles en-
tre diferentes plasmidos. Esta interpretacién se apoya
en varias observaciones: en primer lugar, gnr se halla en
plasmidos de diferentes tamanos en las cepas clinicas don-
de se encontré; en segundo lugar, en una de las cepas se
encuentra en dos plasmidos de diferente tamano (ademas,
estos plasmidos son capaces de transferir gnr por conjuga-
cion)*3; en tercer lugar, en algunos transconjugantes la
senal de hibridacién de gnr se pierde, sin que se pierda
la presencia del plasmido cuando se crecen a elevada tem-
peratura o en ausencia de presion antibiética*®. E1 meca-
nismo por el que los integrones se movilizan no esté4 claro,
pero esta movilidad se apoya en sus multiples localizacio-
nes, que indican movimientos en el pasado, y por la pre-
sencia en algunos de ellos de repeticiones directas de 5 pb
que son consistentes con movimientos por algiin mecanis-
mo de transposicién®®. Parece razonable pensar que los
integrones de clase 1 pueden ser movilizados si poseen las
secuencias caracteristicas IRi e IRt, y los genes ¢ni que co-
difican enzimas de transposiciéon son aportados en trans
desde otras estructuras, ya sean plasmidicas o cromosémi-
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cas*. Los dos integrones descritos que contienen gnr,
In36 e In37, contienen tanto las secuencias IRi e IRt como
las duplicaciones directas de 5 pb, indicando que es posible
el movimiento por transposicién®®. La movilidad de gnr po-
dria ser posibilitada por la presencia de genes ¢ni en otro
transponsén en estas cepas clinicas.

Efecto de Qnr sobre la actividad
de las quinolonas

En la tabla 3 se pueden observar las CIM de diferentes
quinolonas frente a algunas de las cepas clinicas publica-
das y de transconjugantes obtenidas a partir de ellas.
Como puede observarse, las CIM de ciprofloxacino frente a
los transconjugantes estdan entre 0,125 y 2 mg/1, lo cual
representa un aumento de 16 a 250 veces la CIM, en rela-
cién con la del recipiente. En un trabajo reciente*® se pro-
b6 la actividad de diferentes quinolonas frente a Qnr, y se
vio que antimicrobianos como sitafloxacino, BAYy3118 y
premafloxacino son mas activos que ciprofloxacino, tanto
en los transconjugantes como en los donadores.

Hay que sefialar que la presencia de gnr en los trans-
conjugantes estudiados es estable tras sucesivos pases
en medios sin presién antibidtica, permaneciendo el feno-
tipo de resistencia a quinolonas, acomparnado de otras
resistencias, excepto en un caso donde se perdi6 la resis-
tencia a quinolonas, y también la asociada a trimetopri-
ma+sulfametoxazol, cloranfenicol y tetraciclina®3. El plés-
mido que poseia este transconjugante en particular tenia
un tamaino ligeramente inferior al esperado, indicando
que al menos en este caso parte del integrén se pudo per-
der durante el proceso de conjugacion®s.

Se ha observado que la resistencia a quinolonas media-
da por plasmido, aunque produce resistencia de bajo nivel,
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TABLA 3. Sensibilidad de distintas cepas clinicas y sus transconjugantes (TC) que contienen gnr a diferentes quinolonas

y betalactamicos
J53 UAB1 N5 60 4 7 10 12
re | UABL | Tpc N5 TC 60 C 32 tlme | Tlme| 1| 21
Especie  E. coli K. pneumoniae E. coli K. pneumoniae E. coli K. pneumoniae E. coli K. pneumoniae E. coli E. coli E. coli E. coli E.coli E.coli E.coli E. coli
Origen  Lab EE.UU. Lab EE.UU. Lab EE.UU. Lab EEUU.  China Lab China Lab China Lab China Lab
CIM
NAL 2 256 32 32 32 > 256 32 > 256
CIP 0,008 8 0,5 0,25 0,125 1 0,125 4 64 025 128 0,125 128 025-1 128 1
CLI 0,004 0,125 0,25 0,125 0,5 0,125 2
NOR 0,06 1 2 1 4 1 16
TRO 0,015 1 8 2 16 0,5 32
SPA  <0,004 16 0,5
AMP 2 >128 >128 >128 >128 >128 >512 >512 >512 32  >512 32 >512 >512
CAZ 0,06 32 8 16 8 64

NAL: 4cido nalidixico; CIP: ciprofloxacino; CLI: clinafloxacino; NOR: norfloxacino; TRO: trorafloxacino; SPA: esparfloxacino; AMP: ampicilina; CAZ: ceftazidina.

también facilita la seleccién de resistencia de alto nivel a
quinolonas*’. Se sabe desde hace tiempo que los pldsmidos
que median resistencia a bajas concentraciones de estrep-
tomicina incrementan la seleccién de niveles mayores de
resistencia®®. Asi, cuando gnr se expresa en una cepa defi-
ciente en porinas, las CIM para ciprofloxacino, levofloxaci-
no y moxifloxacino aumentan de 8 a 32 veces*’, pasando
las CIM de estas quinolonas de 0,25-0,5 a 4-8 mg/l. Existe
un efecto aditivo de los distintos mecanismos de resisten-
cia a quinolonas con la presencia de gnr®. Se piensa que la
baja resistencia a un antimicrobiano permite a las pobla-
ciones bacterianas alcanzar concentraciones a las cuales
la aparicion de mutaciones secundarias que permiten la
aparicion de alta resistencia puede ocurrir. Esto seria lo
que ocurriria con la resistencia a estreptomicina y a qui-
nolonas codificada por el plasmido original donde se des-
cribié gnr, pMG252, donde la frecuencia de mutaciones de
alta resistencia aumenta en los transconjugante respecto
del recipiente E. coli J53 sin plasmido?®’.

Prevalencia de Qnr

Los integrones son elementos comunes en los aislados
clinicos bacterianos en bacterias gramnegativas, estando
presentes hasta en mas del 40% de éstas. Ademas, los ais-
lados que contienen estos elementos son significativamen-
te més resistentes a antibiéticos como quinolonas, ami-
noglucésidos y betalactamicos®?!, sugiriendo la posibilidad
de que gnr u otro gen relacionado esté presente en cepas de
este tipo, muchas de ellas con secuencias conservadas de in-
tegrones de clase 1.

Adn no se han realizado suficientes estudios para de-
terminar la prevalencia real del determinante de resisten-
cia a quinolonas gnr transferible horizontalmente. En un
primer trabajo®2, de un total de 350 cepas de 13 géneros di-
ferentes de bacterias gramnegativas en su mayoria proce-
dentes de Estados Unidos, s6lo presentaron el gen gnr un
aislado de E. coli, cuatro aislados de K. pneumoniae y un
aislado de Klebsiella sp. de cultivo de orina y de esputo. En
un segundo trabajo*, sobre 78 cepas clinicas de E. coli re-
sistentes a quinolonas recogidas de cinco hospitales de
Shangai, China, entre marzo de 2000 y marzo de 2001, el
7,7%, es decir, 6 cepas, poseian el gen gnr. En este caso las
cepas procedian del mismo hospital, pero de diferentes pa-
cientes. Un tercer estudio®®, sobre un total de 266 cepas de
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E. coli y 159 cepas de K. pneumoniae con diferentes fenoti-
pos de resistencia a betalactamicos y quinolonas dio como
resultado el hallazgo de tres cepas de K. pneumoniae que
contenian el gen gnr. Por el contrario, ninguna de las ce-
pas de E. coli fueron positivas. Recientemente, Wang et
al®* han publicado un trabajo sobre cepas clinicas de
K. pneumoniae y E. coli de diferentes estados de Estados
Unidos en el que la frecuencia de gnr es mayor del 11% en
K. pneumoniae (no se detecté en ninguna cepa de E. coli).
Alguna de estas cepas producian SHV-7, siendo ésta la
primera vez que se describe una asociacién entre una be-
talactamasa de espectro extendido y Qnr en la misma
cepa. De estos estudios se deduce que este gen estd am-
pliamente distribuido en cepas clinicas resistentes a qui-
nolonas de K. pneumoniae en Estados Unidos y E. coli del
sudeste asiatico.

Conclusiones y perspectivas

La identificacién de gnr en cepas clinicas de K. pneumo-
niae productoras de betalactamasas plasmidicas aisladas
en Estados Unidos, y su hallazgo en cepas de E. coli proce-
dentes del sudeste asiatico indican la emergencia de este
nuevo mecanismo de resistencia a quinolonas en cepas cli-
nicas. Ademds, la posibilidad de su diseminacién a otros
géneros de bacterias gramnegativas podria agravar el pro-
blema; gnr media la resistencia a quinolonas desde inte-
grones de clase 1, unido a otros genes de resistencia, lo cual
tiene un efecto adicional, ya que la disminucién de sensibi-
lidad a quinolonas en presencia de otras resistencias pro-
mueve la seleccién de genes de este tipo que se encuentran
en el mismo integrén. Son necesarios nuevos estudios que
aclaren la prevalencia real de este mecanismo (incluyendo
grampositivos), los mecanismos de resistencia y selecciéon
de mutantes en presencia de gnr, asi como modelos anima-
les para el estudio de la trascendencia clinica e in vivo.
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