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Resumen: Los plasmidos conjugativos y movilizables son las estructuras extracromosomales de mayor importancia epidemiologica,
responsables de la propagacion horizontal de multiples genes de resistencia. En este trabajo, se evaluaron cepas de E. coli y K. pneumo-
niae para determinar la presencia de plasmidos conjugativos y su relacion con la adquisicion, estabilizacion y diseminacion de multiples
genes de resistencia. Utilizando ensayos de conjugacion, se demostrd la presencia de plasmidos conjugativos en el 67% de las cepas
analizadas. El analisis del tratamiento con enzimas de restriccion demostrd que existen cepas bacterianas aisladas en diferentes areas del
mismo hospital que portan plasmidos con idénticos patrones de restriccion. Los perfiles de resistencia de las cepas transconjugantes reve-
laron que se transfirieron determinantes de resistencia contra todas las familias de antibidticos analizadas, evidenciandose la contribucion
de los plasmidos al fenotipo de multiple resistencia. Nuestros resultados sugieren que las cepas de E. coli y K. pneumoniae aisladas de
pacientes de cuatro centros de salud del area metropolitana han podido adquirir el fenotipo de multirresistencia mediante la adquisicion de
plasmidos portadores de multiples genes que codifican resistencia a diversos agentes antimicrobianos.
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Conjugated plasmids isolated from multi resistant strains obtained at
four health centers in the Caracas metropolitan area

Abstract: Conjugative and movable plasmids are the extra chromosomal structures of greater epidemiological importance, responsible for
the horizontal propagation of multiple resistance genes. In this study we evaluated E. coli and K. pneunoniae strains to determine the
presence of conjugative plasmids and their relationship with the acquisition, stabilization and dissemination of multiple resistance genes.
Using conjugation assays we demonstrated the presence of conjugative plasmids in 67% of the strains analyzed. The analysis of restric-
tion enzyme treatments demonstrated that there were bacterial strains isolated from different hospital areas with identical restriction
patterns. The resistance profiles of the transconjugating strains revealed that there was transfer of resistance determinants against all the
antibiotic families analyzed, demonstrating the plasmid contribution to the multiple resistance phenotype. Our results suggest that the E.
coli and K. pneumoniae strains isolated from patients in four health centers of the metropolitan areas may have acquired the multi resis-
tance phenotype through the acquisition of plasmids that bear multiple genes that codify resistance to various antimicrobial agents.
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Introduccion plejo, y con un mayor espectro de accion sobre el flujo de
genes entre las bacterias, siendo una de las principales
La conjugacion es considerada como el mecanismo de causas de la evolucion y diversidad genética que existe

transferencia de material genético mas sofisticado y com- entre los microorganismos bacterianos [1,2].
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Los plasmidos movilizados por conjugacion pueden ser
portadores de una amplia variedad de determinantes gené-
ticos, no esenciales para el crecimiento celular, pero que
favorecen la sobrevivencia de la célula hospedadora en un
ambiente adverso, o le proporcionan una ventaja competi-
tiva frente a otros microorganismos. De manera general,
los determinantes genéticos codificados en los plasmidos
se pueden clasificar en cuatro grupos como son: resisten-
cia; energia y metabolismo; virulencia, patogenicidad y
simbiosis; y diseminacion y perpetuacion [2].

Desde el punto de vista de Salud Publica, los determi-
nantes genéticos de mayor importancia que pueden ser
codificados por plasmidos son los que codifican para los
factores de virulencia y los asociados a la resistencia bac-
teriana a los agentes antimicrobianos. Los plasmidos por-
tadores de determinantes de resistencia, con capacidad
conjugativa o de movilizacion, son las estructuras extra-
cromosomales de mayor relevancia epidemiologica, por su
capacidad de promover la diseminacioén horizontal de un
gran numero de genes de resistencia, contribuyendo al
incremento de las poblaciones bacterianas resistentes y
promoviendo la aparicién de cepas patdogenas multirresis-
tentes [3].

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos
es un problema de Salud Publica a nivel mundial. Tiene un
impacto alto sobre las tasas de morbilidad y mortalidad,
limita las opciones terapéuticas e incrementa los costos por
concepto de terapia alternativa y estadia hospitalaria [4].
Este fendmeno adquiere mayores dimensiones en el am-
biente hospitalario, debido a la presion selectiva ejercida
por el uso de los antimicrobianos, promoviendo la selec-
cién y acumulacion de genes de resistencia entre las po-
blaciones bacterianas residentes [3]. Con el fin de estable-
cer medidas de prevencion y controlar el surgimiento de la
resistencia bacteriana, a nivel internacional se ha propuesto
estudiar las causas que originan el surgimiento de las cepas
resistentes, asi como el modo de dispersion de los determi-
nantes de resistencia en areas particulares [5,6].

E. coli y K. pneumoniae son dos géneros bacterianos
asociados frecuentemente a pacientes con infecciones,
tanto las nosocomiales como las adquiridas en la comuni-
dad. Segun el Programa Venezolano de Vigilancia de la
Resistencia Bacteriana, entre los afios 1988-2004, las ce-
pas de E. coli y K. pneumoniae reflejaron un aumento en
los porcentajes de resistencia frente a varias clases de
antimicrobianos [7]. Sin embargo, en nuestro pais es esca-
so el conocimiento sobre los mecanismos por medio de los
cuales estas especies bacterianas estan adquiriendo los
determinantes de resistencia contra los principales agentes
antimicrobianos utilizados en la terapéutica médica.

En este estudio se propuso evaluar, en cepas de E. coli y
K. pneumoniae multirresistentes aisladas de pacientes
hospitalizados, la presencia y caracterizacion de plasmidos
conjugativos o movilizables, como una de las vias de ad-
quisicion y diseminacion de los determinantes de resisten-
cia frente a varias clases de antimicrobianos, utilizados
para el tratamiento de infecciones originadas por estos
géneros bacterianos.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Se seleccionaron cepas de E. coli y K. pneumoniae mul-
tirresistentes (resistentes a mas de cuatro clases de antimi-
crobianos) aisladas de pacientes hospitalizados en el Cen-
tro Médico de Caracas, Hospital Vargas de Caracas, Poli-
clinica Metropolitana y Hospital “Dr. Domingo Luciani”,
durante el periodo 01 de noviembre del afio 2004 al 01 de
mayo del afio 2005. Como cepa control para las pruebas de
susceptibilidad se utilizé E. coli ATCC-25922, y como
receptora para los ensayos de conjugacion se utilizo la E.
coli J-62-2, del Centro Venezolano de Colecciones de
Microorganismos (CVCM N°-131).

Conjugacion bacteriana

El ensayo de conjugacion se realizdo mediante la técnica
sobre filtro, bajo las condiciones establecidas en nuestro
laboratorio [3]. Brevemente, cultivos liquidos de las cepas
donantes y receptora (crecimiento de 12 horas) fueron
diluidos (10%) y crecidos hasta 60 UK las cepas donantes,
y 80 UK Ila cepa receptora. Se mezclaron con una relacion
1:4 (donante:receptora). La mezcla se colocd sobre un
filtro de 0,22 um (Millipore) sobre una placa de LB. Se
incubo 12 horas a 37°C, y se sembraron diluciones hasta
107 en placas de LB suplementadas con los antibidticos de
seleccion.

Pruebas de resistencia a los antimicrobianos

Para evaluar el perfil de resistencia contra los agentes
antimicrobianos de las cepas donantes, y el adquirido por
las cepas transconjugantes, se empled el método de difu-
sion en disco, siguiendo los lineamientos propuestos para
enterobacterias por Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) en el afio 2006 [8]. Los antimicrobianos
ensayados fueron: ampicilina (AMP), aztreonam (ATM),
ceftazidima (CAZ), cefotaxima (CTX), cefepime (FEP),
cefalotina (KF), meropenem (MEN), amicacina (AMK),
cloranfenicol (C), trimetoprim/sulfametoxazol (SXT),
nitrofuratoina (F), ciprofloxacino (CIP), tetraciclina (TE).

Analisis de los plasmidos conjugativos

El DNA plasmidico fue extraido por el método modifi-
cado de lisis alcalina y almacenado a -20°C [9]. Para obte-
ner el patron de bandas, el DNA plasmidico fue digerido
con la enzima ECORI, siguiendo las indicaciones de la casa
comercial (Promega). El producto de la digestion enzima-
tica se sometid a electroforesis en geles de agarosa en
buffer TBE, visualizados con Bromuro de Etidio en un
equipo Gel Doc 1.000 (Bio-Rad). El patrén de bandas fué
analizado en el programa Multi-analyst (Bio-Rad).
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Resultados

A los fines de evaluar la probable diseminacion intra-
hospitalaria e interhospitalaria de plasmidos conjugativos,
portadores de los determinantes de resistencia, entre dos
especies bacterianas asociadas frecuentemente a infeccio-
nes adquiridas en las comunidad y hospitalarias, como son
E. coli y K. pneumoniae [10,11], en este estudio se selec-
cionaron cuatro centros de salud de Caracas, publicos y
privados, dos de la zona este (Hospital “Dr. Domingo
Luciani” y la Policlinica Metropolitana) y dos de la zona
norte (Hospital Vargas de Caracas y el Centro Médico de
Caracas).

Se recolectaron un total de 83 cepas multirresistentes, de
las cuales 60 pertenecian a la especie E. coli y 23 a la es-
pecie K. pneumoniae, aisladas de pacientes hospitalizados
en los cuatro centros de salud, durante un periodo de seis
meses desde el 01 de noviembre de 2004 al 01 de mayo de
2005.

Solo 60 cepas fueron utilizadas como células donantes
para los experimentos de conjugacion, las cuales fueron
seleccionadas por la sensibilidad a rifampicina a una con-
centracion de 100 ug.ml”'. Se evalué la conjugacion en una
sola condicion de temperatura (37°C), formato del medio
de conjugacion (solido), pH (pH 7) y tiempo de incubacion
(12 horas). En estas condiciones se han reportado altas
frecuencias de transferencia [12,13].

Los resultados de los experimentos de conjugacion evi-
denciaron la presencia de plasmidos conjugativos en 25
cepas de E. coliy en 15 cepas de K. pneumoniae, represen-
tando un 67% de todas las cepas estudiadas (Tabla 1). Las
moléculas plasmidicas transferidas a las transconjugantes
fueron aisladas. El 78% de las cepas transconjugantes que
recibieron los plasmidos de las cepas de E. coli donantes,
presentaron una sola molécula plasmidica, y el 22% res-
tante presentd mas de una molécula plasmidica, en un
rango de 2 a 7 plasmidos por células, indicando la co-
transferencia simultanea de mas de una molécula plasmi-
dica. El 56% de las cepas transconjugantes que recibieron
plasmidos a partir de cepas de K. pneumoniae donantes,
evidenciaron la presencia de una sola molécula plasmidica
y el 44% presentaba mas de una molécula plasmidica, en
un rango de 2 a 6 plasmidos por células.

En todas las transconjugantes se observé la presencia de
plasmidos de alto peso molecular, con un tamafio mayor a
40 kpb. Para caracterizar y evaluar la homologia entre los
plasmidos transferidos, se analizo el patron de restriccion
del DNA plasmidico aislado a partir de cada una de las 40
cepas transconjugantes examinadas.

El analisis de los patrones de restriccion del DNA plas-
midico transferido, demostré que 16 de las cepas transcon-
jugantes (40%) presentan patrones Unicos, todos diferentes
entre si, identificados con la letra U. El 35% de las cepas
transconjugantes presentd plasmidos con cinco patrones de
restriccion, identificados con las letras A, B, C, D y E
(Tablal; Figura 1).

El patron A corresponde a un plasmido conjugativo,
presente en dos cepas de E. coli y K. pneumoniae, aisladas
en la Unidad de Terapia de Adulto y la Unidad de Hospita-
lizacién del Centro Médico de Caracas. El patron B se
origina de un plasmido conjugativo presente en tres cepas
de E. coli aisladas en el Servicio de Hospitalizacion de la
Policlinica Metropolitana. El patrén D corresponde a un
plasmido conjugativo presente en tres cepas de K. pneu-
moniae aisladas en los Servicios de Traumatologia y Hos-
pitalizacion del Hospital “Dr. Domingo Luciani”. El pa-
tron E corresponde a un plasmido conjugativo presente en
dos cepas de K. pneumoniae aisladas en la Unidad de Te-
rapia de Adulto y en la Unidad de Terapia de Nifios del
Hospital “Dr. Domingo Luciani”. El patréon C corresponde
a un plasmido conjugativo presente en dos cepas de K.
pneumoniae y en dos cepas de E. coli aisladas en las Uni-
dades de Cuidados Intermedios, Hospitalizacion y Unidad
de Terapia Adulto del Hospital “Dr. Domingo Luciani”.

Con base a la suma de los pesos moleculares estimados
para los fragmentos de restriccion, se calculd el tamafio
aproximado de los plasmidos conjugativos. En los cuatro
Centros de Salud se observo la presencia de plasmidos de
alto peso molecular (Tabla 1). Los plasmidos que genera-
ron los patrones A, B, C, D y E, presentaron un tamafio
aproximado de 108, 73, 81, 49 y 58, kbp, respectivamente.

Para evaluar el fenotipo de resistencia adquirido por las
cepas transconjugantes y comparar el perfil de resistencia
con el perfil de las cepas donantes, se realizaron pruebas
de susceptibilidad a 13 agentes antimicrobianos, recomen-
dados por el CLSI para el tratamiento de infecciones origi-
nadas por Enterobacterias [8]. Las transconjugantes, cuyos
resultados se pudieran interpretar al menos como resisten-
cia intermedia para un antimicrobiano, se consideraron
positivas para la transferencia de los determinantes de
resistencia.

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad revela-
ron que todas las transconjugantes adquirieron determinan-
tes de resistencia a, por lo menos, tres agentes antimicro-
bianos. Se obtuvieron transconjugantes con patrones com-
plejos de resistencia, expresando simultineamente hasta
diez determinantes de resistencia (Tabla 1).

Los diferentes perfiles de resistencia de las transconju-
gantes revelaron la transferencia de genes cuyos productos
ofrecen resistencia contra todos los agentes antimicrobia-
nos probados. Todas las cepas transconjugantes, seleccio-
nadas por ampicilina, presentaron en forma conjunta de-
terminantes de resistencia a por los menos otros dos agen-
tes antimicrobianos estudiados. Los resultados demuestran
que los porcentajes mayores de resistencia adquiridos,
fueron contra cefalotina (100%), aztreonam (40%), cloran-
fenicol  (43%), tetraciclina (38%) y  trimeto-
prim/sulfametoxazol (35%). Cabe destacar que solo un 5%
de las cepas transconjugantes adquirieron resistencia co-
ntra ciprofloxacino (Figura 2).
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Figura 1. Patron de digestion de DNA plasmidico obtenido de las cepas transconjugantes.
Las letras mayusculas designan los patrones de restriccion obtenidos. Carriles; 1: 60T;
2:62T; 3: 67T; 4: 39T, 5: 45T; 6: 164T; 7: 165T; 8: 155T; 9: 159T; 10: 178T; 11: 197T;
12: 163T; 13: 168T; 14: 173T; 15/16: Marcador de peso molecular.

Al comparar los niveles de resistencia entre las cepas
clinicas y las transconjugantes obtenidas, se observan
valores altos en los porcentajes de resistencia para ampici-
lina (100% vs 100%), cefalotina (100% vs 100%), cloran-
fenicol (48% vs 43%), amicacina (25% vs 20%). Para
aztreonam, trimetoprim/sulfametoxazol y tetraciclina se
observo una diferencia mayor en los valores de resistencia,
sin embargo mas del 50% de los determinantes de resis-
tencia a estos antimicrobianos pareciera tener un origen
plasmidico (Figura 2).

Discusién

Desde la introduccion de los antimicrobianos en el tra-
tamiento de las enfermedades infecciosas, a nivel mundial
se ha observado un aumento continuo de los porcentajes de
organismos patogenos resistentes a los antimicrobianos
[4]. El incremento de la resistencia bacteriana ha sido
atribuido a la combinacion de varios factores, como son las
caracteristicas propias de los microorganismos, la presion
selectiva ejercida por el uso de los antimicrobianos, y
ciertos cambios sociales y técnicos que contribuyen con la
transmision de los organismos resistentes, tales como el
incremento en el uso de dispositivos y los procedimientos
invasivos, el incremento en el nimero de hospederos sus-
ceptibles y las inconstantes politicas de control de las in-
fecciones [14]. En los ultimos afios, este problema de salud
publica se ha acentuado debido al surgimiento de cepas
bacterianas multirresistentes, restringiéndose seriamente
las diferentes opciones terapéuticas [4,15].

Tradicionalmente, la vigilancia epidemioldgica de la
resistencia bacteriana se ha fundamentado en los métodos

fenotipicos, como las pruebas de susceptibilidad. Sin em-
bargo, utilizando estos métodos no se pueden detectar los
mecanismos y los eventos genéticos implicados en la ad-
quisicion y/o diseminacion de los determinantes de resis-
tencia contra los antimicrobianos [5].

La adquisicion y estabilizacion de multiples genes de
resistencia, puede ser producto de diversos eventos genéti-
cos, tales como, acumulaciéon de mutaciones, la adquisi-
cion de plasmidos, de transposones y/o integrones, porta-
dores de multiples genes de resistencia, o por la adquisi-
cion de un gen (casete génico) cuyo producto confiere
resistencia a varias clases de antimicrobianos, relacionados
0 no quimicamente [16]. De estos mecanismos, la adquisi-
cion de plasmidos es el mas frecuente.

La tipificacion plasmidica, junto a los experimentos de
conjugacion y las pruebas fenotipicas de susceptibilidad
antimicrobiana, han sido utilizadas a nivel nacional en
algunos estudios epidemiolégicos con el fin de evaluar la
presencia de plasmidos transferibles, portadores de deter-
minantes de resistencia [3,17,18,19]. La presencia de mul-
tiples determinantes de resistencia en plasmidos moviliza-
bles, implica una alta probabilidad del surgimiento y se-
leccidon de cepas multiresistentes a los antimicrobianos en
un area determinada, reduciendo asi las opciones terapéu-
ticas locales [20].

En esta investigacion, el analisis de 60 cepas de E. coliy
K. pneumoniae multirresistentes aisladas de pacientes
hospitalizados en varios servicios de diferentes centros de
salud, evidencio que el 67% de los aislados poseian plas-
midos de alto peso molecular, conjugativos o movilizables
en las condiciones ensayadas, capaces de transferir desde 3
hasta 10 determinantes de resistencia contra diferentes
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clases de antimicrobianos. Estos resultados ponen de mani-
fiesto la alta capacidad de transferencia horizontal, con la
concomitante diseminacién de multiples genes de resisten-
cia entre las cepas clinicas provenientes de los cuatro cen-
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tros de salud de la ciudad de Caracas, en correlacion con
otros reportes nacionales realizados con gérmenes Gram
negativos [3,21,22,23].

Tabla 1. Cepas transconjugantes portadoras de plasmidos bacterianos presentes en cepas de E. coli y K. pneumoniae procedentes de cuatro centros

de salud del area metropolitana de Caracas.

Centro de  Género cepa  Unidad de Denominacion *Patron Tamafio Determinantes de resistencia adquirida
Salud donante procedencia cepa transcon- de restric- aproximado por trasnconjugantes
jugante cion (pb)
Centro Médi- E. coli HP 17T N.D N.D AMP, CTX, KF
co de Caracas K. pneumoniae UTA 39T A 108.00 AMP, KF, SXT
E. coli HP 45T A 108.000 AMP, KF, SXT, TE
E. coli UTA 46T U 73.000 AMP,ATM, KF, SXT
Hospital E. coli MI 105T U 104.000 AMP, KF, C, SXT
Vargas  de E.coli MI 106T U 65.000 AMP, ATM, CTX, FEP, KF, SXT
Caracas K. pneumoniae MI 107T N.D N.D AMP, ATM, KF, TE
K. pneumoniae MI 109T U 51.000 AMP, KF, TE
E. coli CIR 115T U 62.000 AMP, ATM, KF,
E. coli CIR 117T U 73.000 AMP, KF, AMK, C, SXT
E. coli CIR 119T U 130.000 AMP, KF, SXT, TE
Hospital “Dr.  E.coli HP 155T D 49.000 AMP, CAZ,KF, C
Domingo K. pneumoniae HP 156T N.D N.D AMP, KF, C
Luciani” K. pneumoniae HP 158T N.D N.D AMP, KF, C
E. coli UCIN 159T C 81.000 AMP, KF, C, TE
E .coli UTA 163T C 81.000 AMP, ATM, CAZ, KF, C, SXT, TE
K. pneumoniae TRA 164T D 49.000 AMP, ATM, CAZ, KF, AMK, C
K. pneumoniae TRA 165T D 49.000 AMP, ATM, CAZ, KF, AMK, C,
K. pneumoniae OBS 167T N.D N.D AMP, KF, ATM
K. pneumoniae UTIP 168T E 58.000 AMP, ATM, CAZ, CTX, KF, AMK
K. pneumoniae UTA 173T E 58.000 AMP, KF, AMK, C
K. pneumoniae UCIN 175T N.D N.D AMP, KF, AMK, C, SXT
K .pneumoniae HP 178T C 81.000 AMP, CTX, KF, C, TE
K .pneumoniae UCIN 182T U 90.000 AMP, ATM, CAZ, KF, AMK, SXT, TE
E. coli EA 184T N.D N.D AMP, ATM, CAZ, CTX, KF, C, SXT, F,
CIP, TE
E. coli HP 194T U 45.000 AMP, KF, C, SXT, TE
E. coli EA 195T U 102.000 AMP, ATM, CAZ, CTX, FEP, KF,
AMK, C, SXT
K .pneumoniae HP 196T u 40.000 AMP, KF, TE
K .pneumoniae HP 197T C 81.000 AMP, KF, C, TE
Policlinica E. coli HP 54T U 72.000 AMP, KF, C
Metropolitana  E. coli UTI 55T N.D N.D AMP, ATM, CTX, FEP, KF
E. coli UTI 57T U 63.000 AMP, ATM, CTX,KF, TE
E. coli UTA 58T U 53.000 AMP, KF, TE
E .coli HP 60T B 73.000 AMP, CTX, FEP, KF, CIP
E .coli HP 61T U 84.000 AMP, ATM, CTX, KF, SXT, TE
E .coli HP 62T B 73.000 AMP, KF, TE
E .coli HP 64T N.D N.D AMP, KF, TE
E. coli HP 65T U 75.000 AMP, ATM, CTX, KF, TE
K. pneumoniae HP 66T N.D N.D AMP, ATM, CAZ,KF, C, TE
E. coli HP 67T B 73.000 AMP, KF, C, TE

N.D. no determinado.

*Las letras A, B, C, D y E identifican el tipo de patrén de restriccion obtenido. La letra U identifica un patron unico de restriccion

UTA: unidad de terapia de adulto, HP: hospitalizaciéon, TRA: traumatologia, UTIP: unidad de terapia intensiva pediatrica, UCIN: unidad de cuidados
intermedios, MI: medicina interna, EA: emergencia adulto, UTI: unidad terapia intensiva

AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxime, FEP: cefepime, KF: cefalotina, MEM:meropenen, AMK:amicacina,
C:cloranfenicol, SXT: trimetoprima/sulfametoxazole, F: nitrofurantoina, CIP: ciprofloxacino, TE: tetraciclina

Los resultados de las pruebas de susceptibilidad eviden-
ciaron que se transfirieron determinantes de resistencia
contra todos los antimicrobianos probados, en particular
contra los B-lactadmicos, antimicrobianos de primera linea
en los tratamientos terapéuticos. En los bacilos Gram ne-

gativos, el principal mecanismo reportado de resistencia
contra los B-lactamicos es la inactivacion enzimatica del
antimicrobiano por las pB-lactamasas, las cuales se encuen-
tran frecuentemente codificadas en plasmidos [24]. Los
porcentajes de resistencia obtenidos de las transconjugan-
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tes frente a aztreonam (40%), ceftazidima (17,5%) y cefo-
taxima (27,5%) sugieren la presencia de p-lactamasas de
espectro extendido (BLEE), enzimas capaces de hidrolizar
eficientemente las cefalosporinas de tercera generacion y
los monobactamicos. Los valores de porcentajes de resis-
tencia obtenidos para amicacina (20%), cloranfenicol

(42,5%), tetraciclina (42.5%) y trimeto-
prim/sulfametoxazol obtenidos en las cepas transconjugan-
tes, sugieren que los diferentes genes de resistencia deben
estar asociados con la presencia de plasmidos portadores
simultdneamente de los genes BLEE. Esto ha sido previa-
mente reportado en otros centros de salud [25,26].

% Reskslenicia

Antimicr ohianes

. Donantes
rzsistentes

DTranscmjugaries % Trarzcorjugartes
resislentes

resistertesintermedio

Figura 2: Porcentajes de perfiles de resistencia entre las cepas de E. coli y K. pneumoniae donantes y las transconjugantes
obtenidas en este trabajo. AMP: ampicilina, ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima, FEP: cefepime,
KF: cefalotina, MEM: meropenen, AMK: amicacina, C: cloranfenicol, SXT: trimetoprima/sulfametoxazol, F: nitrofuratoina,

CIP: ciprofloxacino, TE: tetraciclina.

Un 5% (2 cepas) de las cepas transconjugantes adquirie-
ron determinantes de resistencia contra ciprofloxacino. En
las bacterias Gram negativas la resistencia a quinolonas se
produce predominantemente por mutaciones en genes
cromosomicos. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha
reportado la presencia del gen qnr, de ubicacion plasmidi-
ca, cuyo producto proteico es capaz de conferir resistencia
frente a las quinolonas. La presencia de este gen plasmidi-
co podria indicar la emergencia y diseminacion de este
nuevo mecanismo de resistencia a quinolonas entre las
cepas clinicas [27]. Analisis posteriores nos permitiran
determinar la presencia de este gen en los plasmidos pre-
sentes en las muestras analizadas.

El analisis comparativo de los valores de los porcentajes
de resistencia entre las cepas clinicas y las transconjugan-
tes demostrd la naturaleza plasmidica de los determinantes
de resistencia frente a los antimicrobianos ensayados,
como ampicilina, cefalotina, cloranfenicol, amicacina,
aztreonam, trimetropim/sulfametoxazol y tetraciclina.
Estos resultados evidencian que las cepas de E. coli y K.
pneumoniae causantes de infecciones nosocomiales, me-
diante la transferencia de plasmidos conjugativos, pueden
adquirir determinantes genéticos que confieren resistencia
a varios de los antimicrobianos empleados en el tratamien-
to de las enfermedades ocasionadas por estos microorga-
nismos.

Algunas de las transconjugantes que presentan el mismo
perfil plasmidico no presentan el mismo perfil de resisten-
cia. Tal es el caso de los plasmidos presentes en las cepas
159T y 197T (patron C), con respecto a las cepas 163T y
178T (Tabla 1). Estas diferencias pueden deberse a la
adquisicion de material genético movil, como transposones
e integrones, portadores de determinantes de resistencia,
que alteran el patron de restriccion del plasmido, pero no
lo suficiente para ser detectado en nuestros ensayos
[28,29].

Nuestros resultados mostraron variabilidad en el patron
de restriccion de los plasmidos conjugativos multiresisten-
tes presentes en las cepas de K. pneumoniae y E. coli. En
las muestras aisladas de pacientes hospitalizados en el
Centro Médico de Caracas, en el Hospital “Dr. Domingo
Luciani” y en la Policlinica Metropolitana, se encontraron,
intrahospitalariamente, plasmidos con igual patron de
restriccion, aun cuando provenian de pacientes de diferen-
tes servicios en el mismo centro de salud respectivo. Esto
puede ser producto de la transferencia intrahospitalaria de
plasmidos entre las diferentes cepas y/o por la presencia de
clones bacteriana que portan el mismo plasmido. En las
cepas aisladas de pacientes hospitalizados en el Hospital
“Dr. Domingo Luciani” se detecté la presencia de un
plasmido de 81 kpb, en los dos géneros bacterianos (cepas
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159, 163, 178 y 197), provenientes de diferentes servicios
del centro de salud.

Los resultados de nuestro estudio demuestran que las
cepas de E. coli y K. pneumoniae aisladas de pacientes
hospitalizados en diversos centros de salud del area metro-
politana de Caracas, pueden adquirir multirresistencia
frente a varias clases de antimicrobianos, mediante la ad-
quisicion de plasmidos conjugativos o movilizables porta-
dores de multiples genes de resistencia. Estos resultados
deben representar una voz de alarma al personal del sector
salud, ya que demuestran la capacidad de transferencia de
los plasmidos entre géneros bacterianos, con la consecuen-
te diseminacion de los determinantes de resistencia en
diferentes areas del hospital. Ademas, nuestros resultados
pueden sugerir la transmision de las cepas bacterianas por
contacto persona-persona, y la posterior seleccion de las
cepas resistentes por la presion selectiva ejercida por el
uso de los antimicrobianos [3]. El analisis de estos resulta-
dos permite un mejor entendimiento de la diseminacion de
los determinantes de resistencia inter e intrahospitalario.
La difusion de este estudio orientara sobre el uso racional
de los antimicrobianos y sobre el disefio e implementacion
de las medidas de prevencion adecuadas que permitan
controlar el surgimiento de cepas multirresistentes.
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