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RESUMEN

La amplia diseminacion de genes de resistencia a antimicrobianos es motivo de preocupacion. La asociacion de los genes de resistencia con
elementos génicos maviles favorece su presencia en distintas especies de bacterias, siendo los integrones un elemento importante. En este
trabajo se estudia en 123 enterobacterias la presencia de integrones, identificandose éstos en el 20,3% de las cepas. La asociacion entre
integrones y resistencia maltiple a antimicrobianos fue estadisticamente significativa (p <0.001). Los aislamientos con integrones fueron con
mayor frecuencia, estadisticamente significativa (p <0.05), resistentes a amoxicilina-acido clavulanico, quinolonas y trimetoprima-sulfameto-
xazol. Todos los integrones formaban parte de plasmidos conjugativos. La prevalencia de integrones se incrementé del 21,2% en 1992-1994
al 72% en 1995-1997 (p <0.001). Los genes aacCl y aacC2 se identificaron en el 80% de los integrones. La relacion entre integrones y
pldsmidos conjugativos debe preocuparnos, ya que podria contribuir a la diseminacién de los genes de resistencia a antimicrobianos entre
diferentes poblaciones bacterianas.
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Class 1 integrons in Enterobacteriaceae and its association
with multidrug resistance and conjugative plasmids

SUMMARY

The prevalence of antimicrobial resistance genes is a cause of concern. The combination of antimicrobial resistance genes and mobile ge-
netic elements leads to their widespread presence in different bacterial species, in which integrons are a new and important element. We
studied the presence of integrons in 123 unrelated enterobacteria and identified them in 20.3% of the strains. The combination of inte-
grons and multidrug resistance was shown to be statistically significant (p <0.001). Integron-positive isolates were statistically (p <0.05)
more likely to be resistant to amoxicillin-clavulanic acid, quinolones and trimethoprim-sulfamethoxazole. All the integrons were identified in
conjugative plasmids. The prevalence of integrons increased from 21.2% in 1992-1994 to 72% in 1995-1997 (p <0.001). The aacC! and
aacC2 genes were identified in 80% of the integrons. The relationship between integrons and conjugative plasmids is a matter of concern
because it could contribute to the dissemination of antimicrobial resistance genes among different bacterial populations.
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INTRODUCCION

Los genes de resistencia a antimicrobianos se localizan
frecuentemente en plasmidos y transposones, siendo los in-
tegrones un elemento de alta eficiencia recombinatoria (1)
identificados como parte de la familia Tn 21 y caracterizados
por poseer una estructura conservada y varios determinantes
de resistencia (2). Se conocen cuatro clases de integrones de-
finidos en funcién del tipo de integrasa (3), pero su estructu-
ra es similar. De las cuatro clases conocidas, la familia de la
clase 1 es la mas frecuente, posee secuencias flanqueantes
conservadas en 5’ que codifican una integrasa y en 3’ con
distintas secuencias de lectura abierta (ORF), incluyendo
qgacAl'y sulAl (4). La insercién de material genético en estos
elementos es el resultado de dos zonas de alta eficiencia de
recombinacién y de la enzima integrasa (3, 5, 6). La presen-
cia de integrones en distintas poblaciones bacterianas es po-
co conocida (2, 7-14); no obstante, se han identificado diver-
sos genes de resistencia formando parte de ellos, siendo fre-
cuente la asociacién de genes que codifican para enzimas
modificadoras de aminoglucédsidos e integrones (15, 16). En
nuestro medio, el mecanismo de resistencia mas habitual a gen-
tamicina, tobramicina y netilmicina se debe a la presencia en
plasmidos de los genes aacCl y aacC2 (17).

En este trabajo estudiamos la presencia de integrones
en una coleccién de Enterobacteriaceae aisladas entre los
anos 1992 y 1997. El DNA total y el plasmidico se estudia-
ron mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
termoestable para determinar la presencia de integrones.
Los fenotipos de resistencia a antimicrobianos se correla-
cionaron con la presencia de integrones. Los amplicones
fueron identificados mediante PCR para los genes aacC1 y
aacC2.
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MATERIAL Y METODOS
Microorganismos

Se estudiaron 123 cepas de Enterobacteriaceae distin-
tas procedentes otros tantos pacientes, y en la misma espe-
cie se descartd la clonalidad empleando la amplificacién
aleatoria del DNA total (random amplified polymorphic
DNA, RAPD) (18) utilizando el Ready to go RAPD
Analysis kit (Amershan Biosciences). La distribucion de las
distintas especies y las muestras de donde fueron aisladas
se presentan en la Tabla 1. La identificacién y la determi-
nacién de la sensibilidad (ampicilina, amoxicilina-acido cla-
vuldnico, cefotaxima, cefuroxima, cefalotina, ciprofloxaci-
no, fosfomicina, gentamicina, nitrofurantoina, norfloxacino,
trimetoprima-sulfametoxazol) se realizaron con el sistema
Vitek-1 (bioMérieux). Para ampicilina, sulfadiazina, estrep-
tomicina, trimetoprima, cloranfenicol, tetraciclina, genta-
micina, tobramicina, kanamicina y neomicina, la sensibili-
dad se estudié ademds mediante el método de disco-placa
siguiendo las recomendaciones del NCCLS (19).

Extraccion del DNA total

De un cultivo de una noche en agar sangre se realizd
una turbidez equivalente al 3 de la escala de McFarland en
agua bidestilada estéril, se centrifugd a 15.000 rpm y se re-
suspendié nuevamente en agua bidestilada estéril. Esta sus-
pension se incub6 a 100 °C durante 10 minutos, se centri-
fugé a 15.000 rpm y el sobrenadante se empleé en las PCR.

Conjugacién
La cepa Escherichia coli K12 AzR (azida s6dica resis-
tente), NaR (4cido nalidixico resistente), se emple6 como

Tabla 1. Distribucion de las especies estudiadas por muestra y presencia de integrones.

Hemocultivo/

Especie bacteriana Integrones (%)

Urocultivo/ Heridas/ Total/
Integrones (%)

Integrones (%) Integrones (%)

Escherichia coli 44/5 (11,4) 24/11 (45,8) 13/5 (38,5) 81/21 (25,9)
Salmonella enterica 4/0 4/0
Enterobacter cloacae 8/0 1/1 (100) 10/1 (10)
Morganella morganii 1/0 1/0
Klebsiella pneumoniae 2/0 4/2 (50) 6/2 (33,3)
Serratia marcescens 3/0 3/0
Proteus mirabilis 1/0 6/0 6/0 13/0
Citrobacter freundii 2/1 (50) 2/0 4/1 (25)
Providentia stuartii 1/0 1/0
Total 65/6 (9,2) 38/13 (34,2) 20/6 (30) 123/25 (20,3)
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receptora. Las conjugaciones se realizaron tras un cultivo
de una noche de la cepa donante y receptora (20). Los po-
sibles transconjugantes se seleccionaron en el medio Lu-
ria-Bertani agar con azida sddica (200 mg/l) y gentamicina
(16 mg/).

Extraccion y visualizaciéon
del DNA plasmidico

El DNA se extrajo empleando una técnica de lisis alca-
lina (21) y la electroforesis se realizé en geles de agarosa al
0,7% con 0,5 mg/l de bromuro de etidio, visualizdndolo ba-
jo luz ultravioleta.

Amplificacion del DNA

La presencia de integrones se estudié en los aislamien-
tos clinicos y en los transconjugantes. Como control negativo
se utiliz6 la cepa empleada como receptora en la conjuga-
cion. Para evaluar la integridad del DNA se emplearon dos
oligonucleétidos adicionales especificos del gen 16S rRNA
(7). La PCR para el estudio de la presencia de integrones se
realizé en un volumen final de 100 pl, 10 ul de 10 X PCR
buffer (500 mM HCL, 15 mM Cl,Mg, 200 mM Tris-HCl,
pH 8,3), 200 uM dNTPs (Bioline), 40 pmol de cada oligonu-
cledtido, 1,25 U de Taq polimerasa (Bioline) y 30 ul de la
solucién de DNA. Los oligonucleétidos empleados fueron
R1, 5 AAGCAGACTTGACCTGA, y L1, 5GGCTACC-
AAGCAGCAAG. La amplificacion se realizé en 35 ciclos
(Touch Down Termal Cycling System, Hybaid ), 1 min a 94 °C,
1 min a 50 °C y 2 min a 72 °C. Los productos de amplifi-
cacién se observaron con luz ultravioleta tras electroforesis
en geles de agarosa al 0,7% con bromuro de etidio.

Amplificaciéon
de los genes aacC1 y aacC2

Los productos obtenidos mediante la PCR fueron sepa-
rados en geles de agarosa de bajo punto de fusién al 1% con
bromuro de etidio, y tras cortar la banda correspondiente se
extrajo ésta (21). Los integrones aislados fueron amplifica-
dos empleando oligonucledtidos especificos para los genes
aacCl y aacC2 (22).

Analisis estadistico

Para el andlisis de las variables se emple6 la prueba de
Pearson X?. Se utilizé el programa Epiinfo v 6.04.
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RESULTADOS

Las cepas fueron clasificadas en dos grupos: resistentes a
cuatro o menos antimicrobianos y resistentes a cinco o mas
antimicrobianos de los ensayados mediante difusién con
disco y en cualquier combinacién. E147,1% (58 de 123) de
las cepas fueron resistentes a cinco o mas antimicrobianos,
siendo el 52,8% (65 de 123) de las cepas resistentes a cua-
tro o menos antimicrobianos. De las 123 cepas estudiadas, el
20,3% (n = 25) poseian integrones. De las cepas con resis-
tencia a cinco o mas antimicrobianos, el 43,1% (25 de 58)
posefan integrones, mientras que no se hallaban en las ce-
pas con resistencia a cuatro o menos antimicrobianos (0 de
65) (p <0.001). En las cepas con resistencia a cinco o mas
antimicrobianos se observé un incremento en el nimero de
integrones: en el trienio de 1992 a 1994 el 21,2% (7 de 33)
de las cepas poseian integrones y en el trienio de 1995 a
1997 los presentaban el 72% (18/25) (p <0.001). El tamafio
de los fragmentos amplificados fue de 800 a 1500 pb, en
dos cepas el amplicon fue de 800 pb, en 14 de 1000 pb y en
9 de 1500 pb. En ningin caso se detecté mas de un am-
plicén. Los genes aacCl y aacC2 se identificaron en 20 de
25 (80%) integrones (aacC1 en 14 cepas y aacC2 en 6 ce-
pas). En todas las cepas con integrones, éstos formaban
parte de pldsmidos conjugativos, ya que se obtuvieron los
mismos amplicones en los transconjugantes. En la Tabla 1
se presenta la distribucién por muestras y especies bacte-
rianas.

De los antimicrobianos estudiados mediante el sistema
Vitek-1, la asociacion entre la presencia de integrones y la
resistencia a amoxicilina-dcido clavuldnico (20% integrén
positivo y resistente vs. 9% integron negativo y resistente;
p <0.05), ciprofloxacino (20% vs. 9%; p <0.05), norfloxaci-
no (30% vs. 9%; p <0.001) y trimetoprima-sulfametoxazol
(50% vs. 27%; p <0.01) fue estadisticamente significativa.

DISCUSION

Los integrones son elementos frecuentemente identifi-
cados en Enterobacteriaceae (7, 14, 23). En esta serie, la
presencia de distintos tamafios en los productos de amplifi-
cacién obtenidos entre las regiones conservadas sugiere
que los insertos tendrian distintos origenes. Es frecuente la
presencia de genes de resistencia a aminoglucésidos locali-
zados en integrones (2, 10, 24), detectandose en esta serie
los genes aacC1 y aacC2 como causantes de la resistencia
a aminoglucdésidos de uso clinico (gentamicina, tobramici-
na y netilmicina) (17). La presencia de integrones en cepas
con multiple resistencia a antimicrobianos es conocida (7),
hecho que se corrobora en el presente estudio. Dado que los
integrones son un elemento extremadamente versatil para
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la generacion de cassettes de genes de resistencia, éste no
debe ser el tnico entre cepas con resistencia mdltiple, ya que
en el 56,9% (n = 33) de las cepas resistentes a cinco o mas
antimicrobianos no se detectaron integrones. La ausencia
de integrones en algunas especies bacterianas quizds esté
en relacion con el escaso nimero de representantes de ellas
o bien con algtin tipo de barrera biolégica a estos elemen-
tos o los pldsmidos que los alojan. La asociacion entre in-
tegrones y resistencia a las quinolonas es un fenémeno co-
nocido (7) y probablemente relacionado con la presencia de
integrones en plasmidos mutagénicos (25, 26), o con plas-
midos que porten genes que alteren la permeabilidad celu-
lar o que tengan mecanismos de transporte extracelular (27,
28). Entre los trienios 1992-1994 y 1995-1997 se ha pro-
ducido un incremento de 2,57 veces en el nimero de aisla-
mientos que presentan integrones (7 cepas vs. 18 cepas con
integrones), hecho que puede estar relacionado con la cre-
ciente presién antimicrobiana sobre las distintas poblacio-
nes bacterianas (23). Finalmente, la presencia de integrones
en plasmidos conjugativos es un hecho que debe preocu-
parnos, ya que puede contribuir a aumentar la dispersion de
genes de resistencia a los antimicrobianos.
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