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RESUMEN.

Antecedentes. Los genes qnr (del inglés quinolone resistance) se localizan en
plasmidos en un integron de Clase | complejo asociado con el elemento ISCRT,;
participan en la resistencia a las quinolonas protegiendo a las enzimas ADN Girasa y
ADN Topoisomerasa IV que participan en la replicacion del ADN siendo estas

enzimas blanco de estos antibiéticos.

Objetivo. Analizar el entorno genético del gen qnrA que participa en la resistencia a
las quinolonas, en aislamientos clinicos de enterobacterias multirresistentes

causantes de infecciones nosocomiales en hospitales de México.

Materiales y Métodos. Por PCR se determin6 la presencia del gen qnrA. La
extraccion de plasmidos fue realizada con la técnica descrita por Kieser. Se
realizaron experimentos de conjugacién con la técnica descrita por Miller. Para
analizar el entorno genético del gen gnrA, este se realizé mediante amplificaciones

por PCR, secuenciacién nucleotidica y analisis bioinformatico.

Resultados. Se determin6 la presencia del gen gnrA1 en 9 aislamientos clinicos
(Klebsiella pneumoniae [5] y Enterobacter cloacae [4]). Solamente se obtuvieron 2
transconjugantes que contienen el gen qnrA1. Se analizé el entorno genético del gen
gnrA1 en 6 aislamientos clinicos. En 5 de los 6 aislamientos, el gen qnrA1 fue
localizado en un integron complejo de clase | asociado al elemento ISCRT1
(estructuras ya descritas). S6lo 1 de los 6 aislamientos sugiri6 contener una

estructura diferente pero también asociada al elemento ISCR1.

Conclusiones. El gen qnrA1 se asocia con el elemento ISCR1 y se encuentra en un
integron complejo de Clase |. Asi, al asociarse a estos elementos genéticos moviles
se facilita su diseminaciéon de forma horizontal y universal entre especies

bacterianas.



ABSTRACT.

Background. The gnr genes (quinolone resistance) are localized in plasmids in a
complex Class | integron associated with the ISCR1 element; they participate in the
quinolone resistance protecting the enzymes DNA gyrase and the DNA
topoisomerase IV that participate in the DNA replication and they are the target of

these antibiotics.

Objective. To analyze the genetic context of the qnrA gene that participates in the
quinolone resistance in multidrug resistance enterobacterial isolates that caused

nosocomial infections.

Materials and Methods. The presence of the gnrA gene was determinated by PCR.
The plasmidic DNA was extracted according to the method described by Kieser. The
conjugation experiments were performed according to the method described by
Miller. To analyze of the genetic context of gnrA gene; it was realized by amplification

by PCR, nucleotide sequence and bioinformatic analysis.

Results. The presence of the qnrA1 gene was determinated in 9 enterobacterial
isolates (Klebsiella pneumoniae [5] and Enterobacter cloacae [4]). We only got 2
transconjugants that harbored the gnrA1 gene. The genetic context of the qnrA1 gene
was analyzed in 6 enterobacterial isolates. In 5 out 6 isolates the qnrA1 gene was
localized in a complex class | integron associated with the ISCR1 element (structure
reported). Just 1 isolate suggested to have a different structure, but also associated
to the ISCR1 element.

Conclusions. The qnrA1 gene is associated with the ISCR1 element and is found in
a complex class | integron. So, the association of qnrA1 gene with these mobile
genetic elements, facilitates its horizontal and universal spreading between bacterial

species.



INTRODUCCION.

Las enterobacterias se encuentran entre las diversas bacterias causantes de
infecciones nosocomiales, por su perfil de multiresistencia; debido a la produccion B-
lactamasas de espectro extendido (BLEEs) que confieren resistencia a penicilinas,
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, y aztreonam; asi como
también por su resistencia a quinolonas por diversos mecanismos (Paterson and
Bonomo, 2005; Garza-Ramos et al, 2009; Drawz and Bonomo, 2010). Las quinolonas
son un grupo de compuestos antimicrobianos sintéticos de accion bactericida, que
derivan de una estructura basica idéntica, el acido 4-quinolin, 3-carboxilico (4-
quinolona) (Sanchez-Céspedes, 2008). A esta estructura en comun, se le han
agregado uno 6 mas atomos de flior en su posicion 6, denominandose
fluoroquinolonas; aumentando asi, su espectro de accion (Mella et al, 2000). Desde
su aparicion hasta la actualidad se ha generado 4 generaciones de quinolonas
(Sanchez-Céspedes, 2008; Campos-Sepulveda et al, 2008).

Las quinolonas son bactericidas, al inhibir la replicacion del ADN. Sus blancos
intracelulares son ADN topoisomerasas de tipo Il; capaces de cortar el ADN de doble
cadena y son dependientes de ATP: ADN girasa (codificada por los genes gyrA,
gyrB) y ADN topoisomerasa IV (codificada por los genes parC, parE) (Drlica et al,
2008; Noble et al, 2003; Smith and Maxwell, 2006; Ruiz, 2003; Roca, 2009). La
principal funcién de la ADN girasa es catalizar el superenrollamiento negativo del
ADN vy en el caso de la ADN topoisomerasa IV es la separacién de los genomas
bacterianos hijos tras de la replicacion del ADN (Ruiz, 2003). La enzima blanco de
las quinolonas difiere entre gram positivos y gram negativos. En los gram positivos la
enzima blanco primaria es, en muchos casos, la ADN topoisomerasa |V, mientras
que en los gram negativos es la ADN girasa (Rodriguez-Martinez, 2005). Las
quinolonas se unen rapidamente al complejo ADN-enzima, antes de que la escisidon
del ADN ocurra. Después de la union del farmaco, un paso mas lento asociado a la
escision del ADN ocurre, resultando en una inhibiciéon de la reunién de los extremos

del ADN por las topoisomerasas tipo Il, produciéndose una barrera fisica para el



movimiento de la horquilla de replicacién, la ARN polimerasa y la ADN helicasa
(Drlica et al, 2008).

La mayoria de la literatura publicada sobre los mecanismos de resistencia a las
quinolonas, se basa en estudios realizados en enterobacterias, especialmente en
Escherichia coli (Ruiz, 2003). Los mecanismos de accién de resistencia a las
quinolonas se pueden encontrar codificados en el genoma bacteriano (Mutaciones en
los genes que codifican para las enzimas blanco [gyrA, gyrB, parC, parE],
disminucién en la expresion de porinas en la membrana externa [OmpF],
sobreexpresiéon de bombas de expulsién [AcrAB-tolC]) y en genes plasmidicos (qnr,
aac(6’)-Ib-cr, gepA) (Ruiz, 2003; Rodriguez-Martinez, 2005; Poole, 2000; Piddock,
2006; Strahilevitz et al, 2009). El gen aac(6’)-Ib-cr codifica para una variante de
aminoglucosido acetiltransferasa, capaz de reducir la actividad de norfloxacino,
ciprofloxacino y aminoglucésidos (Strahilevitz et al, 2009; Kim et al, 2009). El gen
gepA codifica para una bomba de expulsién de 511 aminoacidos capaz de excretar
fluoroquinolonas (Strahilevitz et al, 2009; Yamane et al, 2007).

La resistencia a las quinolonas mediada por plasmidos, se describié por primera vez
en un aislamiento clinico de Klebsiella pneumoniae en 1998 y este tipo de resistencia
es cada vez mas identificada a nivel mundial en aislamientos clinicos de
enterobacterias (Martinez-Martinez et al, 1998; Kim et al, 2009). Los genes qgnr (del
inglés quinolone resistance) codifican proteinas Qnr que se componen por
pentapéptidos repetidos, los cuales se definen por una serie de repeticiones en
tandem de sus motivos: [Ser, Thr, Ala 6 Val]-[Asp 6 Asn]-[Leu 6 Phe]-[Ser, Thr 6 Arg]-
[Gly]. Se han propuesto 5 familias de determinantes qnr como son qnrA, qnrS, qnrB,
qnrC, qnrD. EIl primer elemento transmisible horizontalmente reportado fue qnrA
(Strahilevitz et al, 2009). Las proteinas Qnr interfieren en la union de las quinolonas
con la ADN girasa y la ADN topoisomerasa IV (Cesaro et al, 2008). Los plasmidos
que hospedan gnrA, pueden también codificar BLEEs y estudios previos han
mostrado que las cepas positivas al gen qnr expresan CTX-M-15 y SHV-12 (Yang et
al, 2008).



El gen qnrA, se ha identificado en integrones tipo sul/1 complejos de la familia In4,
estos integrones contienen la secuencia ISCR17 (Insertion Sequences Common
Regions), la cual codifica para una recombinasa involucrada en la movilizacién de los

genes de resistencia a los antibidticos en su proximidad (Cano et al, 2008).

Los integrones son una familia de elementos genéticos potencialmente moviles,
capaces de integrar y expresar genes de resistencia a los antibioticos, contienen al
gen Intl1, que codifica para la recombinasa especifica de sitio, llamada integrasa.
Adyacente a este gen, se localiza el sitio de recombinacién especifica attl/, en el cual
se inserta el casete genético de resistencia, éstos conforman el extremo 5
conservado (5’CS [CS: Conserved Sequence]) de 1.36 Kb. El extremo 3’ altamente
conservado (3'CS) de 2 Kb, se conforma por los genes qacEA1 (resistencia a
compuestos de amonio cuaternario), sul1 (resistencia a sulfonamidas) y orf5. Entre
estos extremos se encuentra la zona variable, con presencia 6 ausencia de casetes

genéticos (Lévesque et al, 1995; Gonzalez et al, 2004).

Los casetes genéticos son pequefias moléculas de ADN circulares de
aproximadamente 1 Kb, comprendiendo un solo gen con un sitio de recombinacion
denominado sitio affC 6 elemento de 59 pb (59-base element). La integrasa permite
la interaccion entre el sitio att/ y el sitio aftC, uniendo ambos sitios facilitando la
integracion 6 escision del casete de resistencia en la zona variable del integron
(Gonzalez et al, 2004; Toleman et al, 2006).

Los elementos ISCRs se parecen a los elementos 1S917, IS801, 1S1294, que efectuan
transposicién por el mecanismo del circulo rodante. Los elementos ISCRs presentan
un poderoso sistema de movilizacion que en teoria puede movilizar cualquier seccion
de ADN y probablemente sean mas importantes que el sistema de integrones, el cual
solo moviliza ADN en forma de casetes genéticos (Toleman et al, 2006).
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El gen gnrA se ha localizado inmediatamente rio abajo del elemento ISCR7 como
parte de un integron de Clase | complejo; donde los genes de resistencia a
antibidticos no estan agrupados en casetes y presentan al extremo 3'CS duplicado
(Figura 1). La asociacion de ISCR1 con gnrA en aislamientos no relacionados es
también sorprendente. Varios genes de B-lactamasas han sido hallados en plasmidos
que portan al gen qnrA; como blaveg.1, blarox.s, blasnv.z, blactxm-9 Y blapse.1
(Rodriguez-Martinez et al, 2006; Toleman et al, 2006).

pMG252 USA 1994 gacEAT qacEAT
blaPSE-1 aadA2  cmlA1  catB2

intl1 ISCR1

pHSH2 China 2000 blaOXA-1 qacEA1 qacEAT CDs3 CDs4
intll  aac(g)-lb-cr ISCR1 gnrAl  ampR

pKO97 Korea 2001-2003 qacEA1 orf105
aacA4  blaOXA-4  aadA2

intl

pQC Netherlands 1999-2003
intl aadg 9CEAT ISCR1 gnrA1l ampR qacEAT g1y orf5
“i. - — - e " o - -

FIGURA 1. Entorno genético del gen qnrA1 (Strahilevitz et al, 2009; Martinez-Martinez et al,
1998; Wang et al, 2003; Jeong et al, 2005; Paauw, Fluit et al, 2007).

En la actualidad en México; hay pocos reportes relacionados a la frecuencia de
genes qnr en aislamientos clinicos de enterobacterias productoras de BLEEs
causantes de infecciones nosocomiales (Silva-Sanchez et al, 2011). Existen reportes
de asociaciéon del gen qnrA con integrones de Clase | Complejos, los cuales
contienen al elemento ISCR1 y presentan el extremo 3’CS duplicado (Strahilevitz et
al, 2009). El objetivo de este trabajo fue analizar el entorno genético del gen qnrA
que participa en la resistencia a las quinolonas en aislamientos clinicos de
enterobacterias causantes de infecciones nosocomiales en hospitales de México. Los
resultados obtenidos de esta investigacion, se compararon con otros reportes a nivel
mundial, lo que permitid contar con informacién actualizada de los mecanismos de

resistencia a las quinolonas en México.
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ANTECEDENTES.

Durante el periodo de Marzo del 2005 a Junio del 2009, se recolectaron 226
aislamientos clinicos de enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro
extendido, provenientes de 8 hospitales del pais (Centro Regional de Control de
Enfermedades Infecciosas, Hospital de Altas Especialidades No. 25 del IMSS,
Hospital San José Tecnoldgico, Instituto Nacional de Cancerologia, Clinica Hospital
Durango, ISSSTESON, Hospital Civil de Guadalajara Fray Antonio Alcalde y el
Hospital General de Acapulco ). 135 (59.7%) correspondieron a Escherichia coli, 57
(25.3%) a Klebsiella pneumoniae y 34 (15.0%) a Enterobacter cloacae (Silva-
Sanchez et al, 2011).

De los 226 aislamientos clinicos solo 49 (21.6%) fueron positivos para algun tipo de
gen qnr, y provenian solamente de 5 de los 8 hospitales incluidos en el estudio
(Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas, Hospital de Altas
Especialidades No. 25 del IMSS, Instituto Nacional de Cancerologia, Hospital Civil
de Guadalajara, Hospital General de Acapulco), Klebsiella pneumoniae fue la
especie mas frecuente en presentar al gen gnr (Cuadro 1). Este estudio es el primer

reporte de la presencia de los genes gnr en México (Silva-Sanchez et al, 2011).

CUADRO 1. Enterobacterias productoras de gnr.
n=226 (100%)

Especie Gen gnr Total
A S B AS AB BS n(%)

Klebsiella 2 6 17 3 0 1 29
pneumoniae. (0.88) (2.7) (7.52) (1.3) (0) (0.4) (12.8)

Enterobacter 1 1 14 0 3 0 18
cloacae. (0.4) (0.4) (6.2) (0) (1.3) (0) (8.4)

Escherichia coli. 0 1 0 0 0 0 1

(0) (0.4) (0) (0) (0) (0) (0.4)

Total n(%) 3 8 31 3 3 1 49
(1.3) (3.6) (13.7) (1.3) (1.3) (0.4) (21.6)

(Silva-Sanchez et al, 2011)
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Durante el afio 2006, se aislé la bacteria Escherichia coli (R5509) de un paciente con
infeccion en las vias urinarias, en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y de
Nutricion “Salvador Zubiran”, este aislamiento clinico presentd un fenotipo de
multiresistencia, se identific6 como productor de BLEEs, presentd también
resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas. Se obtuvieron transconjugantes, que
presentaron 2 fenotipos de resistencia, que se denominaron como TA (resistencia a
penicilinas, tetraciclina y acido nalidixico, el gen gnrA1 y un plasmido de 50 Kb, que
se denomindé pSZ50) y TB (resistencia a penicilinas, tetraciclina, acido nalidixico,
cefotaxima, ceftazidima, cloranfenicol, kanamicina, gentamicina y ciprofloxacino, el
gen qnrA1 y un plasmido de 300 Kb, que se denominé pSZ300). El fenotipo TB es
igual al fenotipo del aislamiento clinico R5509 (Garza-Ramos et al, 2009; Hernandez-
Vargas, 2010).

Ambos plasmidos se restringieron con la enzima EcoRI, demostrando que el
plasmido pSZ50 comparte un patron de restriccion idéntico con pSZ300. Mediante
hibridacion tipo Southern Blot se identific6 que el gen qnrA1, esta contenido en el
mismo segmento de ADN en ambos plasmidos. Por eso se dedujo que pSZ50 forma
parte de pSZ300, asi mismo que pSZ50 se escinde de pSZ300 y se transfiere por
conjugacion, llevando los mismos genes de resistencia a penicilinas, tetraciclina y

acido nalidixico (Garza-Ramos et al, 2009; Hernandez-Vargas, 2010).

Se secuencio el plasmido pSZ50 para identificar su entorno genético. Asi se encontrd
que pSZ50 es un plasmido de 45, 952 pb, el cual por homologia de secuencia es
similar en un 99% con el plasmido pKP96 (Shen et al, 2008) de 67, 850 pb de
Klebsiella pneumoniae, con lo que respecta al operon fra de 19.5 Kb (genes
involucrados en conjugacion bacteriana), genes de resistencia a tetraciclinas (tetA,
tetR) y el origen de replicacién repA (Garza-Ramos et al, 2009; Hernandez-Vargas,
2010).

13



El gen qnrA1 se localizé en un integron tipo sul1, el cual a su vez contiene un
integron de Clase | (Figura 2), donde ISCR1 se localizé inmediatamente rio arriba del
gen qnrA1, el gen para la B-lactamasa PSE-1 se encontré rio abajo del gen qnrA1. El
elemento IS 70, el cual esta repetido en el plasmido pSZ300 y se asocia con qnrA71 en
el plasmido pSZ50 (asociacidn no observada en el plasmido pSZ300), podria estar
involucrado en la recombinacion homodloga que permite la escision de ADN que
genera al plasmido pSZ50, el cual forma parte de un plasmido de mayor tamafo
(pSZ300) (Garza-Ramos et al, 2009; Hernandez-Vargas, 2010).

Integron region

pSZ50

45492 bp

pSZ50

'Im‘ﬂ

pKP96

FIGURA 2. Plasmido pSZ50. Integron Complejo de Clase | en el plasmido pSZ50 y en el
plasmido pKP96 (Garza-Ramos et al, 2009; Hernandez-Vargas, 2010; Shen et al, 2008).

El plasmido pSZ50 fue utilizado en este estudio como control positivo para comparar

el entorno del gen gnrA1 con las cepas incluidas dentro de este estudio.
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MATERIALES Y METODOS.

Aislamientos bacterianos

De 49 aislamientos de enterobacterias productoras de BLEEs y portadoras de genes
gnr recolectadas durante Marzo del 2005 a Junio del 2009 en hospitales de México;
se seleccionaron 9 cepas portadoras del gen gnrA, de las cuales 5 fueron Klebsiella
pneumoniae y 4 Enterobacter cloacae. De estos aislamientos, 3 presentan solamente
al gen gnrA; 3 presentan al gen qnrA y gnrS; 3 presentan el gen gnrA y gqnrB. Asi se
detectaron 9 aislamientos con el gen gnrA, cuyos productos de PCR se purificaron y

se secuenciaron, encontrandose que las 9 cepas contenian el gen gnrA1.

Deteccion del gen gnrA por PCR (Polymerase Chain Reaction).

Mediante PCR se determiné la presencia del gen gnrA. Primeramente se realizé la
extraccion de ADN por medio de choque térmico que incluye un paso de
calentamiento a 100°C de una colonia unica en un volumen total de 50uL de agua
estéril, después de esto se colocd sobre hielo para su enfriamiento, posteriormente
se centrifugd a 14,000 revoluciones por minuto (rpm) y se tomaron 10uL de
sobrenadante que se resuspendieron en 90uL de agua estéril. Para amplificar al gen
gnrA se utilizaron los siguientes iniciadores, el iniciador sentido gnrAFm 5’-
AGAGGATTTCTCACGCCAGG-3" y el iniciador antisentido qnrARm 5’-
TGCCAGGCACAGATCTTGAC-3’, para amplificar un fragmento interno de 579
pares de bases (pb) (Cattoir et al, 2007). EI ADN total (2uL) se sometiéo a una PCR
sencilla; en una mezcla de reaccion de 25uL, que contiene 2.5uL de 10X Taq buffer
con (NH4), SO4, 2uL de Cloruro de Magnesio 25mM (MgCly), 2.5uL de
desoxirribonucleétidos trifosfato 2mM (dNTPs), 2.5uL de cada uno de los iniciadores
(5pmol/uL), 0.15uL de Tag ADN Polimerasa recombinante (5U/uL) (Fermentas) y
11.0uL de agua estéril. La amplificacion se realizd con el siguiente perfil de ciclo
termal: 2 minutos a 94°C y 30 ciclos de amplificacién que consisten de 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 58°C y 40 segundos a 72°C, y un ultimo ciclo de 4 minutos a

72°C para la extension final.
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Se tomaron 5L de los productos de PCR y se analizaron en un gel de agarosa al
1%, se hizo un corrimiento electroforético a 100 Voltios por 1 hora en buffer TAE1X
(Tris Base, Acido Acético y EDTA). Se utiliz6 el marcador de peso molecular
®X174RF DNA/Hae Il fragments (Invitrogen).

Electroforesis en gel por campos pulsados (PFGE: Pulsed-Field Gel
Electrophoresis).

Para averiguar si habia aislamientos clinicos productores de gnrA con el mismo 6
diferente origen clonal; fueron analizados para determinar su origen clonal, por medio
de un perfil de macrorestriccion del ADN gendmico obtenido después de la digestion
del ADN gendmico con la enzima Xbal y la separacién de los fragmentos obtenidos a
través de la técnica de electroforesis por campos pulsados (Kaufmann, 1998). El
origen clonal de los aislamientos clinicos de enterobacterias, se determino6 siguiendo

los criterios que describen Tenover y colaboradores (Tenover et al, 1995).

Extraccion de plasmidos.

La extraccion de plasmidos se realizd con la técnica de Kieser (Kieser, 1984). Para
esto se inocularon 5mL de caldo LB, el cultivo se incub6 a 37°C por 16 horas con una
agitacion a 200 rpm; las células se cosecharon por centrifugacion a 14,000 rpm por 2
minutos. Se decant6 el caldo LB y se le adicionaron 400uL de Solucién | (Sacarosa
0.3M [15mL], Tris-HCI 25mM pH 8 [1.25mL], EDTA 25mM pH8 [2.5mL] y Agua
[31.25mL]), se mezclod utilizando un agitador tipo vortex hasta que se resuspendié la
pastilla (pellet), se le adicionaron 100uL de Lisozima (10mg/mL) y se mezclo
suavemente por inmersion. Posteriormente se incubé a 4°C por 30 minutos,
transcurrido este tiempo se le adicionaron 250 pL de solucion Il fresca (NaOH 2M
[750uL], SDS al 10% [1mL] y Agua [3.25mL]), se mezclé suavemente por inmersién y
se incubo a 55°C por 30 minutos. Posteriormente se dejo enfriar en agua, se
agregaron 80uL de Fenol-Cloroformo-lsoamilico (25:24:1), se mezclé utilizando un
agitador tipo vortex hasta que tornara en una coloracién blanca uniforme, se

centrifugo a 14, 000 rpm a 4°C por 20 minutos, del sobrenadante se tomaron 450pL.
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De estos 450uL, 70uL se analizaron en un gel de agarosa al 0.7%, se realizé un
corrimiento electroforético a 80 Voltios por 6 horas en buffer TBE1X (Tris base, Acido
Borico, EDTA). Los plasmidos R6K (40 Kb), RP4 (54 Kb) RI (93 Kb), S4 (275 Kb) se

utilizaron como marcadores de peso molecular.

Conjugacion bacteriana.

Para los experimentos de conjugacién se utilizaron como donadoras las cepas que
portaron los genes qnrA y como receptora a Escherichia coli J53 (F~ Pro Met "AZ"),
por el método descrito por Miller, (Miller, 1972) para obtener transconjugantes con el
gen qnrA. Se inocularon las cepas donadoras en un tubo estéril con 1mL de caldo LB
(Lysogeny Broth 6 Luria-Bertani) y la cepa receptora en un matraz estéril con 10mL
de caldo LB, se incubaron en agitacién a 37°C por 3 horas. Transcurrido este tiempo
se colocaron en hielo para detener el crecimiento, como control se usaron 100uL de
la cepa receptora y se plaqued en caja con medio LB con Acido Nalidixico 8ug/mL,
asi mismo de las cepas donadoras; de cada una se usaron 100uL y se plaquearon
en cajas con medio LB con Azida de Sodio 100ug/mL, las cajas se incubaron a 37°C
por 16 horas. Se procedié a hacer la mezcla de los cultivos receptor:donador, en un
tubo estéril y nuevo; se le colocé primero 800uL de la cepa receptora y después
200uL de la cepa donadora, los tubos se llevaron a incubar a 37°C por 3 horas sin
agitacion. Transcurrido este tiempo, se sacaron los tubos de la incubadora, se
tomaron 100uL de cada mezcla y se plaquearon en cajas con medio LB con Azida de
Sodio 100ug/mL y Acido Nalidixico 8ug/mL, se incubaron a 37°C por 16 horas.
Transcurrido este tiempo de incubacion, se verificd que en los controles no hubiera
crecimiento, se verificd que hubieran colonias pequefas y aisladas de las cajas
donde se plaqued la mezcla receptor:donador, se verificaron 25 transconjugantes
candidatas por siembra con palillo en medios minimos (MM, M9, PRO, MET) para
determinar su auxotrofia. Las transconjugantes candidatas por medio de PCR

sencilla se les determiné la presencia del gen qnrA como se describié anteriormente.
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Deteccion del gen gnrA en integrones.

La estructura del integron Complejo de Clase |, fue determinada en 4 aislamientos de
Klebsiella pneumoniae y 2 aislamientos de Enterobacter cloacae (utilizados de aqui
en adelante en estudios subsecuentes); por medio de superposicion de fragmentos
de PCR, que cubrieron las siguientes regiones: para la amplificacién de la region que
comprende qacEA1 a qnrA se utilizaron los iniciadores QACE-F1 (5-
GCCCTACACAAATTGGGAGA-3’) y gnrARm (5’-TGCCAGGCACAGATCTTGAC-3),
para la region que comprende de Intl1 a qacEA1 se utilizaron los iniciadores Intl1 (5'-
CGTTCCATACAGAAGCTGG-3) y QACE-R1 (5'-AACACCGTCACCATGGCGTC-3)),
la regidn que comprende de qnrA al extremo 3’CS se utilizaron los iniciadores
gnrAFm (5-AGAGGATTTCTCACGCCAGG-3’) y 3'CS (AAGCAGACTTGACCTGA),
la regidn que comprende de ISCR1 a qnrA se utilizaron los iniciadores ISCR1F (5'-
TCGCCCACTCAAACAAACGG-3’) y gnrARm (5’-TGCCAGGCACAGATCTTGAC-3’).
Se utilizé como control positivo al plasmido pSZ50, en la Figura 3, se puede observar
la zona que amplific6 cada par de iniciadores utilizados, en el area del integron
complejo de Clase | en este plasmido. EI ADN total (2uL) se sometié a una PCR
sencilla; en una mezcla de reaccion de 25uL, que contiene 2.5uL de 10X Taq buffer
con (NH4), SO4, 2uL de Cloruro de Magnesio 25mM (MgCly), 2.5uL de
desoxirribonucledtidos trifosfato 2mM, 2.5uL de cada uno de los iniciadores
(5pmol/uL), 0.15uL de Tag ADN Polimerasa recombinante (5U/uL) (Fermentas) y
11.0 yL de agua estéril. La amplificacidon se realizé con el siguiente perfil de ciclo
termal: 2 minutos a 94°C y 30 ciclos de amplificacién que consisten de 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a 58°C y 4 minutos a 72°C, y un ultimo ciclo de 4 minutos a
72°C para la extension final. Se tomaron 5uL de los productos de PCR y se
analizaron en un gel de agarosa al 1%, se hizo un corrimiento electroforético a 100
Voltios por 1 hora en buffer TAE1X. Se utiliz6 el marcador de peso molecular 1Kb
plus DNA ladder (Invitrogen) (Las referencias de los iniciadores utilizados se

encuentran en el Cuadro 5 en Anexo 4).
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FIGURA 3. Representaciéon esquematica de la amplificacion de los iniciadores utilizados, en la

zona del Integréon complejo de Clase | en el plasmido pSZ50.

Patron de restriccion teérico de pMG252.

Debido a que el amplicdn que se obtuvo de qacEA1 a gnrA, tiene un peso molecular
(4Kb) similar tanto en el plasmido pSZ50 como en 5 aislamientos clinicos, se
procedio a utilizar la secuencia del plasmido pMG252 (Figura 1) de 14,287 pb
(Martinez-Martinez et al, 1998; Strahilevitz et al, 2009; Acceso: DQ831140.1), cuya
secuencia de gacEA1 a qnrA se encuentra en la regidon comprendida entre 5,463 pb
— 9,578 pb (4115 pb), la cual se analizé con la herramienta bioinformatica en linea
NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2) (New England BiolLabs), para
detectar los sitios de restriccion en dicha secuencia, detectando la endonucleasa de
restriccion Hindlll, la cual cortaba en 3 sitios. Se digirieron los amplicones que se
obtuvieron de qacEA1 a gnrA con la enzima Hindlll de la siguiente forma, 20.0uL de
producto de PCR, 2.0pL de 10X REact®2 buffer, 0.2uL de Hindlll (Invitrogen) y 2.8uL
de agua estéril. La restriccidon se incubd a 37°C por 1 hora, transcurrido este tiempo
se detuvo la restriccién a 65°C por 5 minutos. Se tomaron 15uL de cada restriccion y
se analizaron en un gel de agarosa al 1%, se hizo un corrimiento electroforético a
100 Voltios por 1 hora en buffer TAE1X. Se utilizé el marcador de peso molecular
1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Restriccion del producto de PCR de la regiéon Intl1-qacEA1.

Debido a que en la regidon que comprende de Intl1-qacEA1, obtengo un amplicén de
2.8Kb con las cepas 01220, 14204 y la transconjugante TK06268; se procedio a
digerir estos amplicones con la endonucleasa de restriccion Dralll para observar si se
obtenia el mismo patron de restriccion. La restriccion se hizo de la siguiente manera,
se hizo una mezcla de reaccion con 10.0uL de producto de PCR, 2.0uL de 10X

NEBuffer 3, 0.2uL de Dralll (New England BioLabs) y 2.8uL de agua estéril.
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La restriccion se incub6 a 37°C por 1 hora, transcurrido este tiempo se detuvo la
restriccion a 65°C por 20 minutos. Se tomaron 15uL cada restriccion y se analizaron
en un gel de agarosa al 1%, se hizo un corrimiento electroforético a 100 Voltios por 1
hora en buffer TAE1X. Se utilizé el marcador de peso molecular ®X174RF DNA/Hae

[l fragments (Invitrogen).

Duplicidad del gen gnrA.

Para resolver la duplicidad del gen gnrA, se realizé una PCR con el plasmido pSZ50
y las cepas que al parecer tienen duplicado el gen qnrA, utilizando los iniciadores
gAsecFcct (5-CCTTGGGAGTAATAGTGCTG-3’) y gAsecRaat
(5’AATCCTGGCGTGAGAAATCC-3’) (Hernandez-Vargas, 2010), los cuales leen por
fuera del gen gnrA como se puede observar en la figura 4. EI ADN total (4uL) se
sometid a una PCR sencilla; en una mezcla de reaccion de 50uL, que contiene 5uL
de 10X Long PCR Buffer con MgCl,, 5uL de desoxirribonucleoétidos trifosfato 2mM,
5uL de cada uno de los iniciadores (5pmol/uL), 0.5uL de Long PCR Enzyme Mix
(5U/uL) (Fermentas) y 25.5uL de agua libre de nucleasa. La amplificaciéon se realizé
con el siguiente perfil de ciclo termal: 2 minutos a 94°C y 30 ciclos de amplificacion
que consisten de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 58°C y 5 minutos a 68°C, y un
ultimo ciclo de 4 minutos a 68°C para la extension final. Se tomaron 5uL de los
productos de PCR y se analizaron en un gel de agarosa al 1%, se hizo un corrimiento
electroforético a 100 Voltios por 1 hora en buffer TAE1X. Se utilizé el marcador de
peso molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).

qgAsecFcct gAsecRaat
% %
R e’?. R

a
I N N S S
ISCR1 p— Al 3

qacE.fHSUH
Figura 4. Teoria de duplicidad del gen gnrA.

El amplicén purificado que se obtuvo utilizando al ADN de pSZ50 y los iniciadores
gAsecFcct y gAsecRaat, se procedid a utilizar como templado para realizar PCRs
con la siguiente combinacion de iniciadores gAsecFcct + QACE-R1, QACE-F1 +
ISCR1T R (5-ATCTGCTCAATGACCTTCGG-3') e ISCR1 F + qgAsecFaat, para

resolver que genes hay entre estos dos genes qnrA (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama de PCRs para resolver duplicidad de gnrA en pSZ50.

Los amplicones que se obtuvieron con el ADN de pSZ50 y de las cepas 01220,
14204 y de las transconjugantes TK01200 y TK06268 utilizando los iniciadores
gAsecFcct + gAsecRaat, se procedieron a digerir con la enzima Hindlll de la
siguiente manera, 10.0uL de producto de PCR, 2.0uL de 10X REAcT®2 buffer, 0.2uL
de Hindlll (Invitrogen) y 2.8uL de agua estéril. La restriccion se incub6 a 37°C por 1
hora, transcurrido este tiempo se detuvo la restriccion a 65°C por 5 minutos. Se
tomaron 15uL cada restriccién y se analizaron en un gel de agarosa al 1%, se hizo
un corrimiento electroforético a 100 Voltios por 1 hora en buffer TAE1X. Se utiliz6 el
marcador de peso molecular 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Secuenciaciéon de ADN.

Los productos de PCR fueron purificados con el kit High Pure PCR Product
Purification (Roche). Hecho esto, se secuenciaron dichos productos de PCR
utilizando el Kit Big-Dye Terminator (Applied Biosystems; Foster City, California) y
analizados través del sistema automatizado ABI Prism 3100 (Applied Biosystems).
Mediante BLAST se compararon las secuencias de nucleétidos contra aquellas
disponibles en la base de datos de GenBank en el sitio web del National Center for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nim.nih.gov). ElI ensamble de las

secuencias obtenidas se realizé con el programa VECTOR NTI versién 10.
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RESULTADOS.

Origen clonal, extraccion de plasmidos y conjugaciones bacterianas de cepas

con el gen qnrA1.

De las 9 cepas analizadas portadoras del gen qnrA; las 5 cepas de Klebsiella
pneumoniae no estuvieron genéticamente relacionadas (NR), en el analisis de
electroforesis en gel por campos pulsados, ya que procedian de diferentes
hospitales. Las 4 cepas de Enterobacter cloacae fueron aisladas del Hospital General
de Acapulco, las cuales correspondieron a una clona denominada C, con dos
subclonas C1 y C2. En todos los aislamientos analizados se extrajeron plasmidos de
diferentes tamanos (<40 a 330 Kb), encontrandose los mismos plasmidos en la clona
C. Solo se obtuvieron 2 transconjugantes (TK01200 y TK06268) que portaban al gen
gnrA1. (Cuadro 2).

CUADRO 2. Caracteristicas de las Enterobacterias con gen gqnrA1y sus

transconjugantes.

No. De Género. Hospital. PFGE". Plasmidos Conjugacion.

Cepa. (Kb).
01200 K. pneumoniae 1P NR® 190, 110¢, 65, +©

40

01220 K. pneumoniae 1 NR 145, 85, 50 -
04204 K. pneumoniae 2 NR 100 -
06268 K. pneumoniae 3 NR 250 +
14204 K. pneumoniae 4 NR 100 -
14262 E. cloacae 4 C2 330, 130, <40 -
14263 E. cloacae 4 C1 330, 130, <40 -
14269 E. cloacae 4 C 330, 130, <40 -
14270 E. cloacae 4 C 330, 130, <40 -

°, PFGE: Pulsed-field gel electrophoresis.

® 1. Hospital Civil de Guadalajara, 2. Hospital de Altas Especialidades #25 del IMSS,

3.Centro Regional de Control de Enfermedades Infecciosas, 4. Hospital General de Acapulco.
° NR: No relacionado.

4 Los plasmidos subrayados, corresponden a los plasmidos transferidos por conjugacion.

°, + (positivo), -(negativo).
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Deteccion del gen gnrA1 en integrones.

Para detectar el gen qnrA1 en integrones, se procedié a trabajar con 4 cepas de
Klebsiella pneumoniae (01200, 01220, 06268, 14204) y 2 cepas de Enterobacter
cloacae (14262 y 14269) asi como con la transconjugante que contenia el plasmido
pSZ50. Para amplificar la region comprendida entre los genes qacEA7-qnrA, se les
realizé una PCR, obteniéndose un amplicon de 4 Kb, a excepcion en la cepa 14269.
Para la cepa 14269 para amplificar la regidn comprendida entre ISCR7-qnrA; se le

realizdé una PCR, obteniéndose un amplicén de 2.5Kb (Anexo 5 Figura 13).

La regiébn comprendida entre los genes qacEA71-gnrA del plasmido pMG252
(Strahilevitz et al, 2009; Martinez-Martinez et al, 1998), es idéntica a la del plasmido
pSZ50, al restringirse con Hindlll, corta en 3 sitios dicha regién en el plasmido
pMG252 (Anexo 6 Figura 20). Asi, los amplicones de 4 Kb del plasmido pSZ50 y de
las cepas 01200, 01220, 06268, 14204, 14262 se digirieron con la enzima Hindlll,
observandose el mismo patron de restriccion, lo anterior indica que los genes
qaCEA1, sul1, ISCR1 y qgnrA1 tiene el mismo entorno genético en las cepas

ensayadas y los plasmidos pSZ50 y pMG252 (Anexo 5 Figura 14).

Para amplificar la regidn comprendida entre los genes Int/1-qacEA1, se procedi6 a
realizar una PCR al plasmido pSZ50 y a las cepas 01200, 01220, 06268, 14204,
14262, obteniéndose un amplicon de 2.8 Kb en pSZ50 y en las cepas 01220, 06268
y 14204, un amplicon de 1.8 Kb en la cepa 14262 y en la cepa 01200 se obtuvieron
dos amplicones, uno de 2.8 Kb y otro de 2.5 Kb, posiblemente esta cepa posea 2

integrones complejos de clase | (Anexo 5 Figura 15).

Para amplificar la region comprendida entre el gen gqnrA y el extremo 3'CS, se
procedié a realizar una PCR con el plasmido pSZ50 y a las cepas 01200, 01220,
06268, 14204, 14262 y 14269. Con respecto al plasmido pSZ50 y las cepas 01200,
01220, 06268 y 14204, se obtuvieron dos amplicones, uno de 2.8 Kb y otro de 850
pb, lo que sugiere que pudieran tener el gen gnrA1 duplicado. Con respecto a las

cepas 14262 y 14269 solo se obtuvo un amplicon de 850 pb (Anexo 5 Figura 16).
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Debido a que se tienen las transconjugantes TK01200 y TK06268, para amplificar las
regiones comprendidas entre Intl1-qacEA1, qacEA1-qnrA 'y qnrA-3'CS, se procedio a
realizar los mismos ensayos de PCRs y compararlos con el plasmido pSZ50; con lo

cual se comprobaria si tienen el mismo patron que sus respectivas cepas parentales.

Asi en la region comprendida entre Intl1-qacEA1, pSZ50 y TK06268 se obtuvo un
amplicon de 2.8 Kb, con la cepa TK01200 se obtuvo un amplicon de 2.5 Kb, y no 2
amplicones; como la cepa parental. En la regién comprendida entre qacEA7-qnrA
tanto pSZ50, TK01200 y TK06268 se obtuvo un amplicon de 4 Kb. En la region
comprendida entre gnrA-3’'CS, TK01200 y TK06268, se obtuvo un amplicon de
2.8Kb, no dos amplicones como en las cepas parentales, sugiriendo que
probablemente no tienen duplicado al gen qnrA71 en el mismo integron complejo de

clase | (Anexo 5 Figura 17).

Restriccion del amplicon obtenido de la region Intl1-qacEA1.

Debido a que en la regidn que corresponde a Intl1-qacEA1 obtengo un amplicon de
de 2.8Kb, en las cepas 01220, 06268, 14204 y la transconjugante TK06268, se
digiri6 este amplicon de las cepas 01220, 14204 y de la transconjugante TK06268,
con la enzima Dralll obteniéndose un mismo patrén de restriccion lo que indica que

comparten los mismos genes en esta region (Anexo 5 Figura 18).

Duplicidad del gen qnrA1.

Con el plasmido pSZ50 y las cepas 01200, 01220, 06268, 14204 y las
transconjugantes TK01200 y TKO06268, se hizo una PCR con los iniciadores
gAsecFcct y gAsecRaat que leen para afuera de gnrA, para demostrar la duplicidad
del gen qnrA1. Como se puede observar en la figura 6, tanto en el plasmido pSZ50 y
las cepas 01200, 01220, 06268, 14204 y las transconjugantes TK01200 y TK06268
se obtuvo amplicon de 5 Kb, lo que al parecer indica que tienen duplicado el gen

gnrA1 en el mismo integron complejo de clase I.
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Marcador pSZ50 pSZ50 Control 01200 01220 06268 14204 TK01200 TKOG268 Marcador 01220 14204
1Kb Megativo 1Kb

pb
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FIGURA 6. PCR utilizando los iniciadores gAsecFcct y qAsecRaat

El amplicon de 5Kb purificado; obtenido con el ADN de pSZ50 utilizando los
iniciadores gAsecFcct y gAsecRaat, se utilizd como templado para realizar PCRs con
los iniciadores gAsecFcct + QACE-R1, QACE-F1 + ISCR1 R e ISCR1 F +
gAsecRaat. Con los iniciadores gAsecFcct y QACE — R1 se obtuvo un amplicén de
2.5 Kb, con los iniciadores QACE-F1 e ISCR1 R un amplicén de 2.8 Kb, con los
iniciadores ISCR1 F y gAsecRaat un amplicén de 1.8 Kb (Figura 7). Lo que sugiere
que en el plasmido pSZ50 los genes qacEA1 e ISCR1 estan entre los dos genes

qnrA1.

A
Marcador gAsecFcct QACE-F1  ISCR1F
1Kb +QACE-R1 +ISCR1 R +gAsecRaat

B
qhAsecFcct QACE-R1 ISCR1 F qhAsecRaat
2.5 Kb 1.8 Kb
grrA 1 : : ISCR1 > grrA 1 >
gacEa1
QACE-F1 2.8 Kb ISCR1 R
ghAsecFcct 5 Kb gAsecRaat

Figura 7. (A) PCRs utilizando como templado al amplicén obtenido de pSZ50 con los
iniciadores gAsecFcct y gAsecRaat. (B) Esquema tentativo de la region que une a los genes
qnrA1.
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Los amplicones de 5 Kb, obtenidos con el ADN de pSZ50 y las cepas 01220, 14204 y
las transconjugantes TK01200 y TK06268, usando los iniciadores gAsecFcct y

gAsecRaat; se digirieron con la enzima Hindlll, observandose un mismo patrén de

restriccion, lo que sugiere que en estas cepas y el plasmido pSZ50 comparten los

mismos genes que unen a estos dos genes gnrA1 (Anexo 5 Figura 19).

CUADRO 3. Amplicones obtenidos para caracterizar a los integrones.

No. de PCR Realizada.
Cepa. Intl-QACE- QACE-F1- ISCR1 F- gnrAFm- gAsecFcct-
R1 qnrARm qnrARm 3’CS qAsecRaat
(Kb) (Kb) (Kb) (Kb) (Kb)
pSZ50 2.8 4.0 NA? 2.8,0.8 5.0
01200 28,25 4.0 NA 2.8,0.8 5.0
TK01200 2.5 4.0 NA 2.8 5.0
01220 2.8 4.0 NA 2.8,0.8 5.0
06268 2.8 4.0 NA 2.8,0.8 5.0
TK06268 2.8 4.0 NA 2.8 5.0
14204 2.8 4.0 NA 2.8,0.8 5.0
14262 1.8 4.0 NA 0.8 NA
14269 NA NA 2.5Kb 0.8 NA
2 NA: No aplica.
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FIGURA 8. Superposicion de amplicones para armar los integrones que hospedan al gen qnrA1
en las cepas analizadas.
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Los amplicones se purificaron y se secuenciaron, para poder analizarse por medio
del BLAST y comparar las secuencias con los datos ya existentes en el GenBank. Se

completé la estructura de los integrones por medio del programa Vector NTI.

En el plasmido pSZ50, los genes que se encuentran entre Intl1y qacEA1 son dfrA12
(gen de resistencia a trimetoprim) y aadA2 (gen de resistencia a aminoglucosidos),
los cuales son los mismos en las cepas 06268, 01220 y 14204. En la cepa 01200, los
genes que se encuentran entre Intl1 y qacEA1 son dfrA1 (gen de resistencia a
trimetoprim) y aadA1 (gen de resistencia a aminoglucésidos). Con respecto a la cepa
14262, en este region tiene al gen aadA2a (gen de resistencia a aminoglucosidos)
(Figura 9).

Con lo que respecta a la region gacEA1-qnrA1, tanto el plasmido pSZ50, como en las
cepas 01200, 01220, 06268, 14204 y 14262, comparten los mismos genes: qacEA1
(gen de resistencia a compuestos de amonio cuaternario), sul1 (gen de resistencia a
sulfonamidas), ISCR71 (gen de transposasa) y qnrA1 (gen de resistencia a
quinolonas). Solamente la cepa 14269 presenta el gen ISCR1 rio arriba de qnrA1,
probablemente tiene un entorno genético distinto y al parecer se encuentra en un

integron de clase | normal (Figura 9).

Con respecto a la region comprendida ente el gen qnrA1 y el extremo 3’CS, tanto en
el plasmido pSZ50 y las cepas 01200, 01220, 06268 y 14204 tienen duplicado al gen
gnrA1 en el mismo integrén, siendo los mismos genes que unen a estos dos genes
gnrA1; tanto en el plasmido pSZ50 y estas en estas 4 cepas: blapse.s (gen de
resistencia a penicilinas), aadA2, gqacEA1, sul1, ISCR1, siendo este el primer reporte
de una duplicidad del gen qnrA1 en un mismo integron complejo de Clase | (Figura
9).

En la cepa 14262 y 14269, solo se pudo ver relacién del gen gnrA1 con el extremo
3'CS, pero no se pudo obtener mas informaciéon de que genes se encuentran mas

alla de este extremo 3’CS (Figura 9).
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Figura 9. Integrones complejos de Clase | que contienen al gen gnrA; pKP96 (Shen et al, 2008)
pHSH1 (Wang et al, 2003), pKO56 (Jeong et al, 2005), pQR1 (Mammeri et al, 2005), pSZ50
(Garza-Ramos et al, 2009; Hernandez-Vargas, 2010) en comparacion con las cepas analizadas

en este estudio.
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DISCUSION.

La Resistencia a Quinolonas Mediada por Plasmidos (RQMP); principalmente se
debe a 3 genes: qnr, aac(6’)-Ib-cr y qepA. Estos genes se localizan en plasmidos y
participan en la resistencia a las quinolonas (Strahilevitz et al, 2009; Sanchez-
Céspedes, 2008). El descubrimiento del primer determinante de RQMP en 1998 fue
realizado por Martinez-Martinez et al, al estudiar al plasmido pMG252, proveniente
de una cepa multirresistente de Klebsiella pneumoniae procedente de un cultivo de
orina de un paciente con infeccion del tracto urinario en la Universidad de Alabama
en Birmingham en 1994 y se denominé gnr. Se demostrdé que este gen incrementa la
Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) a las quinolonas, pero; para que exista una
elevada CMI contra quinolonas; la cual represente una resistencia franca es requisito
que exista 6 un cambio en la permeabilidad de la bacteria 6 la sobreproducciéon de
bombas de eflujo 6 mutaciones en los genes gyrA, gyrB, parC, parE. Los
determinantes de la RQMP y la exposicion a este tipo de antibiéticos pueden
aumentar la posibilidad de que la bacteria obtenga altos niveles de resistencia debido
a la presencia de una mutacidén en algun mecanismo de resistencia ya mencionado

anteriormente (Strahilevitz et al, 2009).

El hecho de que los determinantes de RQMP se encuentren en elementos genéticos
moviles permite una diseminacion en forma horizontal y una posibilidad de
seleccionar alguna mutacion cromosomica que brinde una resistencia franca a la
bacteria. De aqui la importancia de estudiar los elementos genéticos mdviles como
los IS 6 ISCR, que le permitan a los genes gnr su movilizaciéon dentro del genoma.
Los elementos ISCR se parecen a los elementos atipicos 1S91, IS801, 1S1294, los
cuales efectuan transposicién por el mecanismo del circulo rodante. Los elementos
ISCR poseen un poderoso sistema de movilizacion que en teoria puede movilizar
cualquier seccion de ADN y principalmente el elemento ISCR1 se asocia con el gen
gnrA1 en un integrén Complejo de Clase | (Toleman et al, 2006; Rodriguez-Martinez
et al, 2006).
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A nivel mundial, las investigaciones realizadas acerca del contexto genético
concerniente al gen qnrA, corresponden a reportes de E.U.A., Europa y Asia
(Strahilevitz et al, 2009; Martinez-Martinez et al, 1998; Wang et al, 2003; Shen et al,
2008; Jeong et al, 2005; Paauw et al, 2007; Mammeri et al, 2005). En México, solo
existe el reporte del contexto genético del gen qnrA1, en el plasmido pSZ50
proveniente de una transconjugante (Garza-Ramos et al, 2009; Hernandez-Vargas,
2010).

En estos contextos genéticos el gen qnrA se localiza en un integron complejo de
Clase | y se asocia al elemento genético mévil ISCR1 el cual codifica para una
transposasa involucrada en la movilizacién de genes de resistencia a antibiéticos. Se
ha observado una asociaciéon de ISCR71 con gnrA en aislamientos clinicos no
relacionados; lo cual es también sorprendente. También varios genes de
B-lactamasas han sido encontrados en plasmidos que portan al gen gnrA; como
blayes.1, blarox.s, blasny.7, blactx-m-9 ¥ blapse.1. Asi la al encontrarse el gen qnrA1 en
plasmidos, en un integron complejo de Clase | asociado a ISCR1, se puede deducir
que se ha facilitado su diseminacién entre especies bacterianas; alrededor del
mundo entero, como se ha propuesto por otros autores (Toleman et al, 2006;
Strahilevitz et al, 2009).

Para determinar el entorno genético del gen qnrA, se estudiaron 4 aislamientos
clinicos de Klebsiella penumoniae (01200, 01220, 06268, 14204) provenientes de 3
hospitales diferentes y no estaban relacionados clonalmente, asimismo con 2
aislamientos clinicos de Enterobacter cloacae provenientes del mismo hospital,
perteneciendo un aislamiento a la clona C (14269) y otro aislamiento a la subclona
C2 (14262). El plasmido pZS50 fue empleado como un control; para poder comparar
el entorno genético del qnrA1 en este plasmido con las cepas analizadas.
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Al utilizar el plasmido pSZ50 y compararse con las cepas analizadas en este estudio,
se observd que en tres cepas analizadas, el entorno genético del gen gnrA1 era muy
similar en estas cepas con respecto al plasmido pSZ50, y que en el mismo integron
se localizaba el gen gnrA1 duplicado, aspecto que no habia podido resolverse en el
caso del plasmido pSZ50. Asimismo; no se pudo encontrar el gen IS70, gen que ya
habia sido reportado en la estructura del plasmido pSZ50 y que era al parecer la
secuencia responsable de la escision de plasmido pSZ50; a partir del plasmido
pSZ300 (Hernandez-Vargas, 2010).

Con esta informacion recabada; se observd, que en los aislamientos de Klebsiella
pneumoniae 01220, 06268 y 14204 provenientes de 3 hospitales diferentes, el
entorno genético del gen qnrA1 es similar entre estas cepas con respecto al plasmido
pSZ50 el cual proviene de una transconjugante, obtenida de un aislamiento clinico de
Escherichia coli proveniente de otro hospital distinto a estos aislamientos de
Klebsiella pneumoniae. Asi mismo presentan al gen qnrA1 duplicado en el mismo
integron de Clase |. Asi se puede destacar que el gen qnrA1 al encontrarse en un
plasmido y asociarse al elemento genético movil ISCR1, se le facilité tu transmision
de forma horizontal en enterobacterias entre ambientes hospitalarios de distintas
areas geograficas del pais (Distrito Federal, Jalisco, Nuevo Ledén y Guerrero),

conservando el mismo entorno genético en todos los casos.

Con lo que respecta a los plasmidos pHSH1 (Wang et al, 2003), pKO56 (Jeong et al
2005), pQR1 (Mammeri et al, 2005), y pSZ50 (Hernandez-Vargas, 2010), entre los
genes Intl1 y qacEA1 presentan genes de dihidrofolato reductasas y aminoglucésido
adenil transferasas, aunque de distintos tipos, pero presentan este patron
caracteristico. Pero hacia el extremo 3’CS existen diferencias entre si. lgualmente
tanto en el plasmido pSZ50 vy estas cepas de Klebsiella pneumoniae, las cuales
también presentaron genes de dihidrofolato reductasas y aminoglucésido adenil

transferasas.
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Con lo que respecta al entorno genético del gen qnrA1, hallado en la cepa 01200,
entre los genes Intl1 y gqacEA1 presenta al gen dfrA1y aadA1, aspecto que es muy
parecido en el caso del plasmido pQR1(Mammeri et al, 2005), el cual en esta region
presenta a los genes dfr1 y aadA1. Pero hacia el extremo 3'CS, el entorno genético
encontrado en 01200 es similar al encontrado en pSZ50; también presenta una
duplicidad en el gen gnrA1. Igualmente después del primer gen qnrA1, presenta los
genes blapse.1, aadA2, sul1, qacEA1, ISCR1 y gnrA1. Por lo que en el caso del
pSZ50 y en estas 4 cepas (01200, 01220, 06260, 14204), es el primer reporte del

gen qnrA1 duplicado en un mismo integron.

En estos casos de la duplicidad del gen gnrA1, en un mismo integrén pudiera
deberse a su asociacion con el elemento mévil ISCR1, el cual probablemente en un
intento de movilizar al gen gnrA1 a otro plasmido lo pudiera haber movilizado en el

mismo integron complejo de Clase |.

Asimismo, como se habia reportado anteriormente que los plasmidos que hospedan
genes gnrA se asociaban con B-lactamasas (Toleman et al, 2006), en este caso se
encontrd la asociacion del gen qnrA1 con el gen blapse.1 en el mismo plasmido e
integron, como en el caso de los plasmidos pHSH1 (Wang et al, 2003) y pKP96
(Shen et al, 2008), en donde el gen blapse.s se encuentra inmediatamente rio abajo

del gen gnrA1.

Con lo que respecta a las cepas de Enterobacter cloacae, la cepa 14269, que
corresponde a la Clona C, solo se pudo identificar que el gen gnrA1, presenta rio
arriba al gen ISCR1, no se pudo identificar los genes que se localizaban rio arriba de
la secuencia ISCR1 ni rio abajo del gen gnrA1, pero se pudo demostrar la asociacion

de estos 2 genes.
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Se identificaron los genes que se localizan hacia el extremo 5°CS del gen qnrA1
(Intl1, aadAZ2a, sul1, qacEA1, ISCR1) en la cepa 14262, la cual corresponde a la
subclona C2. Con lo cual se encontrd asociacion con el primer extremo 3’'CS y con
el gen aadAZ2a entre Intl1 y qacEA1. En este caso no se pudo averiguar qué genes
se localizaban rio abajo del gen qnrA1. Asi se pudo observar la variabilidad genética
que hay la clona C y la subclona C2, lo cual vuelve a demostrar la movilidad que
existe entre los genes de resistencia a antibiéticos en un mismo hospital y dentro de

un mismo grupo clonal.

Es notable destacar que el integréon complejo de Clase | donde se localizo el gen
gnrA1 en las cepas de Klebsiella pneumoniae, alberga varios tipos de genes de
resistencia a antibiéticos, como a trimetropim, aminoglucdsidos, sulfonamidas,
quinolonas y B-lactamicos, genes que pudieran ser causantes de este perfil fenotipico

de multirresistencia.

Estas 6 cepas analizadas presentaron una elevada CMI hacia quinolonas, B-
lactamicos, aminoglucésidos y Trimetoprim/Sulfametoxazol (Anexo 3 Cuadro 4). Con
lo que respecta a las cepas de Klebsiella pneumoniae (01200, 01220 y 14204)
exhibieron una elevada CMI para quinolonas, B-lactamicos y aminoglucésidos. No
obstante la cepa 06268 exhibié solo una CMI elevada hacia Cefotaxima y
Ceftazidima. Con lo que respecta a las cepas de Enterobacter clocae (14262 y
14269), presentaron una CMI elevada para quinolonas, p-lactdmicos vy

aminoglucosidos.

Por medio del analisis de estos entornos genéticos del gen gnrA1 se pudo comprobar
la plasticidad genética que existe entre las enterobacterias para la adquisicién de
genes de resistencia a antibidticos que se encuentran en plasmidos (Strahilevitz et al,
2009; Toleman et al, 2006; Rodriguez-Martinez et al, 2006) observandose patrones
similares en aislamientos clinicos de diferentes partes geograficas de México y del
mundo, por lo cual se obtuvo una informacién actualizada acerca del gen qnrA1 en

México.
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CONCLUSIONES.

e Se identificaron nueve aislamientos productores de gnrA1.

e Se identificaron dos cepas (01200, 06268) capaces de transferir la resistencia

a acido nalidixico, obteniéndose dos transconjugantes con el gen qnrA1.

e Se determiné el entorno genético en 6 de los 9 aislamientos clinicos

productores de qnrA1.

e En 5 de los 6 aislamientos que se les determind el entorno genético, el gen
gnrA1 esta localizado en un integron complejo de clase | asociado a la
elemento ISCR1 (estructuras ya descritas). S6lo uno de los 6 aislamientos
sugiere contener una estructura diferente pero también asociada al elemento
ISCR1.

e Se observd que tanto en el plasmido pSZ50 como en otras 4 cepas (01200,
01220, 06268, 14204) el gen qnrA1 se encuentra duplicado en el mismo

integron.
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PERSPECTVAS.

Continuar con el analisis del entorno genético para tratar de encontrar que
genes se localizan mas alla del extremo 3’'CS en los aislamientos 14262 y
14269, asimismo en el caso del aislamiento 14269, tratar de encontrar que

genes se localizan hacia el extremo 5'CS.

Encontrar que genes se encuentran hacia rio abajo del segundo gen qnrAf,
tanto en el plasmido pSZ50 como en los aislamientos 01220, 01220, 06268,
14204.

Utilizar la misma estrategia para seguir determinando el contexto genético del
gen gnrA en México y observar las variaciones 6 similitudes que se pudiesen
detectar en aislamientos de enterobacterias recolectados posteriormente, que

tengan el gen gnrA.
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ANEXOS.

ANEXO 1.
PREPARACION DE SOLUCIONES PARA LA EXTRACCION DE PLASMIDOS.

Solucién I.

Sacarosa 0.3M 15 mL
Tris-HCI 25 mM pH8 1.25Ml
EDTA 25 mM pH 8 2.5mL
Agua 31.25mL
TOTAL. 50mL
Solucién Il

NaOH 2M 750uL
SDS al 10% 1mL
Agua 3.25mL

TOTAL. 5mL
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ANEXO 2.

PREPARACION DE SOLUCIONES Y MEDIOS MINIMOS PARA LA
CONJUGACION BACTERIANA.

Preparar 4 matraces con 200 mL de agua y adicionar 3.75 a 4 gramos de agar noble
0 agar bacteriolégico y esterilizar por autoclave. Colocarlos en bafio maria a 50°C
hasta su uso.

SALES 5X.
Pesar las siguientes sales y disolver una a una en un matraz con 200mL de agua. Se

esteriliza por autoclave.

Nay;HPO, (Fosfato Dibasico de Sodio)..........o.vveiiiiiii e, 6.0g
KH,PO4 (Fosfato Monobasico de Sodio)..........cveeiiiiiiiii 3.0g
NaCI (Cloruro de SOTI0). .. ..uueeiti e 0.5g
NH4CI (Cloruro de AmMONIO). .. .. ..ueiii e 1.0g

Cloruro de Calcio (CaCl.,).

Pesar 1.47 g de CaCl, y disolver en 10 mL de agua. Esto es un stock 1M. Esterilizar
en autoclave y realizar las siguientes diluciones.

Dilucién 10™ 6 100mM: 1mL del stock + 9mL de agua estéril.

Dilucién 102 6 10mM: 1mL de dilucién 10" + 9mL de agua estéril.
De la dilucién 102 6 10mM tomar 1 mL por cada 100mL de sales 5X, en este caso
tomar 2mL para los 200mL de sales 5X preparadas, debe de agregarse cuando las

sales se hayan enfriado.

Sulfato de Magnesio (MgSO,).
Pesar 2.46 g de MgSOq y disolver en 10 mL de agua. Esterilizar en autoclave.
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Aminoacidos.

Pesar:

Prolina 200mg (0.2g) por 5mL de | 40mg/mL
agua

Metionina 200mg (0.2g) por 5mL de | 40mg/mL
agua

Tiamina 0.05g por 5mL de agua (1%)

Glucosa 10g por 5 mL de agua (20%)

Los aminoacidos y la glucosa se esterilizan por filtracion. Utilizar los matraces que

previamente se habian preparado, agregando las siguientes cantidades de

soluciones:
M9 MM PRO MET

Sales 5X + 50 mL 50 mL 50 mL 50 mL

CaC|2

Glucosa 2.5mL 2.5mL 2.5mL 2.5mL
| MgSO, 250 yL 250 pL 250 L 250 pL

Tiamina 25 uL 25 uL 25 uL 25 uL

Prolina 250 pL 250 yL

Metionina 250 uL 250 pL
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ANEXO 3.

CONCENTRACIONES MIiNIMAS INHIBITORIAS DE LAS CEPAS ANALIZADAS.

Cuadro 4. CMI de las cepas analizadas.

Cepa. CMI (ng/mL)
NAL CPO LEV CTX CAZ GM TRIM/SULF
01200 >512 >64 >64 16 512 2 >2/38
(R) (R) (R) (R) (R) (S) (R)
01220 >512 >64 >64 512 512 0.5 >2/38
(R) (R) (R) (R) (R) (S) (R)
06268 16 1 0.5 512 512 1 >2/38
(S) (S) (S) (R) (R) (S) (R)
14204 >512 32 32 256 128 >64 >2/38
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
14262 >512 >64 64 >512 512 >64 >2/38
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)
14269 >512 >64 32 >512 64 >64 >2/38
(R) (R) (R) (R) (R) (R) (R)

NAL: Acido Nalidixico, CPO: Ciprofloxacino, LEV: Levofloxacino, CTX: Cefotaxima, CAZ:
GM: Gentamicina, TRIM/SULF: Trimetoprim/Sulfametoxazol, S: Sensible, R: Resistente.

(Silva-Sanchez et al, 2011).
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ANEXO 4.

CUADRO DE INICIADORES PARA PCR.

CUADRO 5. Inciadores utilizados.

Gen. Iniciador. Secuencia direcccion 5’-3’. Referencias.
qnrA. QnrAFm AGA GGATTT CTC ACG CCA GG Cattoir et al, 2007.
QnrARm TGC CAG GCA CAGATCTTGAC
Intl1. Intl1 CGT TCC ATACAG AAG CTG G Garza-Ramos et al,
2008.
qacEA1. QACE-F1 GCC CTACAC AAATTG GGA GA Kazama et al, 1998.
QACE-R1 AAC ACC GTC ACCATG GCGTC
ISCR1 ISCR1F TCG CCC ACT CAA ACA AAC GG Hernandez-Vargas,
ISCR1 R ATC TGC TCAATG ACCTTC GG 2010.

Zona 5CS GGC ATC CAA GCA GCAAG Lévesque et al ,
variable de 3'CS AAG CAG ACTTGACCTGA 1995.
Integrones
de Clase |.

Zona QAsecFcct CCTTGG GAGTAATAGTGC TG Hernandez-Vargas,
externa de QAsecRaat AAT CCT GGC GTG AGA AAT CC 2010.

qnrA.

Zona ISCR1Fsec GGG AAGACTTACTCGTGG C Hernandez-Vargas,
externa de ISCR1Rsec GGG GCA GAATTG GTA AAG AG 2010.

ISCR1.
Zona PSE-1Fsec AAC ACA GGC TTC AAT GGC AG Hernandez-Vargas,
externa de PSE-1Rsec GCT GAAACTTTGAACTACTTG 2010.
PSE-1.
sult. Sull-3’out ACG CCA GAG ACC GAG GGT Este estudio.
Sull-R ACC CTC GGT CTC TGG CGT
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ANEXO 5.
ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA DE PRODUCTOS DE PCR.

qnri
Marcador Control Control 01200 01220 04204 06268 14204 14262 14263 14269 14270 Marcador
1Kb  Positivo MNegativo Phi X174
pb
5,00
2,00
1, BA

1,00

FIGURA 10. PCR sencilla para gnrA en los 9 aislamientos clinicos.

qnra
Marcador Control Control TKO01200 TKOG268
Phi X174 Positivo HNegativo

pb
1, 353

1, 078
T

B0

kY

FIGURA 11. PCR sencilla para gnrA en transconjugantes.

REK RP4 RI sS4 01200 TKO01200 01220 04204 06268 TKO06268 14204 14262 14263 14269 14270

FIGURA 12. Extraccion de plasmidos por la técnica de Kieser.
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A B
Marcador pSZ50 Control 01200 01220 06268 14204 14262 14269 Marcador pSZ50 Control 14269
1Kb Hegativo 1Kb Negativo

FIGURA 13. (A) PCR de gacEA1-qnrA (4Kb). (B) PCR de ISCR1-qnrA en cepa 14269 (2.5Kb).

Marcador p3L50 pSZ50 Marcador 01200 01220 06268 14204 14262

pb

1kb sin digerir digerido 1Kb

FIGURA 14. Amplicon de gacEA1-qgnrA (4Kb) digerido con la enzima de restriccion HindlIl.

Marcador pSZ50 Control 01200 01220 06268 14204 14262
1kb Negativo

FIGURA 15. PCR de Intl1-qacEA1.
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Marcador pSZ50 Control 01200 01220 06268 14204 14262 14269
1Kb Negativo

FIGURA 16. PCR de gnrA al extremo 3’CS.

Marcador pSZ50 THRO1200 THOG263|pSZ50 THO1200 THOG268pSZ50 THO1200 THOG265
Intl1-gacEDeltal qgacEDeltatl-gnra qnrA-3'C5s

FIGURA 17. PCR a transconjugantes TK01200, TK06268 y plésmido pSZ50.

Marcador THKO6268 01220 14204
Phi 174

Figura 18. Digestion con Dralll de los amplicones obtenidos de la region Int/1-qacEA1, en
TK06268, 01220 y 14204.
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Marcador p3£50 01220 14204 Marcador p3Ls0 THOM200 THOG26E
1Kb 1Kb

pb pb

5, 000

Figura 19. Digestion con Hindlll de los amplicones obtenidos con los iniciadores gAsecFcct-
qAsecRaat, en pSZ50, 01220, 14204, TK01200 y TK06268.
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ANEXO 6.
PATRON DE RESTRICCION TEORICO DE LA REGION qacEA71-qnrA1 DEL

PLASMIDO pMG252.

pMG252 (14287 pb)

qacE A1 ISCR1 gnrA1
115 aa sult 513 aa 218 aa
279 aa
pb 1| 1 ! L 1 L 1 1 L. 4116 pb
| 500 1000 1500 2000 Zsﬂul 3000 3500 4000
i #
85 159 2305 1567
pb pb pb pb
qgacEA1 (5463pb - 5810pb)
Hindlll
Hindll124400 ' A* AGCTT 3" sul1 ( 5804pb - 6643pb)
3" TTCGA'AS ISCR1 (7048pb - 8589)

HindIII &5 pb

HindI11 2549 pb qnrA1 (8922 - 9578)

FIGURA 20. Patrén de restriccion teérico con Hindlll de la regiéon gacEA1-qgnrA en el plasmido
pMG252.
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