Rev Esp Quimioterap, Diciembre 2003; Vol.16 (N° 4): 398-402
00 2003 Prous Science, S.A.- Sociedad Espafiola de Quimioterapia

Original

Distintos mecanismos de resistencia
asociados a integrones en aislamientos clinicos
de Salmonella typhimurium

F Gallardo', J. Ruiz', S.M. Soto?, M.T. Jiménez de Anta' y J. Vila'

'Instituto de Infecciones e Inmunologia, Hospital Clinic, IDIBAPS, Facultat de Medicina, Universidad de Barcelona, Barcelona, Espana;
2Area de Microbiologia, Departamento de Biologia Funcional, Universidad de Oviedo, Espafa

RESUMEN

La resistencia a antibidticos detectada en aislamientos clinicos de Salmonella typhimurium ha aumentado considerablemente en los Gltimos
anfos. Algunos genes de resistencia pueden estar localizados en integrones. En este estudio hemos caracterizado integrones en 10 cepas de
S. typhimurium y hemos analizado la relacion epidemiolégica entre ellas. En los genes de resistencia que hemos detectado encontramos ge-
nes que codifican betalactamasas (bla,, ;, en dos cepas y bla ., en cinco cepas, una de ellas presentando este cassette en dos integrones
diferentes), enzimas modificantes de los aminoglucésidos (addA2 en cuatro cepas, una de ellas presentando este cassette en dos integro-
nes diferentes, y addA1 en seis cepas) y dihidrofolato reductasa (dfrAl en tres cepas). Se ha comprobado que cepas epidemiolégicamente
diferentes poseen el mismo integrén y que cepas epidemiolégicamente relacionadas presentan integrones diferentes.
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Different antibiotic resistance mechanisms associated
with integrons in clinical isolates of
Salmonella typhimurium

SUMMARY

Antibiotic resistance in clinical isolates of Salmonella typhimurium has steadily risen in recent years. Some of the resistance genes may be
carried into integrons. In this study, integrons, both from 10 epidemiologically related and unrelated S. typhimurium clinical isolates, were
characterized, showing that epidemiologically different strains can carry the same integron, and that epidemiologically related strain can
carry different integrons. Among the resistance genes detected in this study were genes encoding B-lactamases (bla_, 5, in two strains, and
bla .. , in five strains, one of which was carrying this cassette in two different integrons), aminoglycoside-modifyng enzymes (aadA2 in four
strains, one of which was carrying this cassette in two different integrons, and aadA1 in six strains); as well dihydrofolate reductases (dfrAl
in three strains).
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INTRODUCCION

Salmonella typhimurium es causa frecuente de gastro-
enteritis, ademas de producir otras infecciones, como por
ejemplo bacteriemias en pacientes inmunodeprimidos por
el VIH (1-3). De manera habitual, el tratamiento de las gas-
troenteritis no requiere el uso de antibiéticos, aunque en pa-
cientes inmunodeprimidos puede ser necesario (2).

Durante los dltimos afios (4) ha aumentado la resisten-
cia de las enterobacterias a los antimicrobianos, y el género
Salmonella no es caso excepcional (5), observandose un
auge en su resistencia en diferentes partes del mundo (4-6,
8, 12, 13).

La presencia de mutaciones en proteinas diana y la ad-
quisicion de genes de resistencia son los procesos que con-
fieren resistencia a los aislamientos clinicos; por ejemplo,
se han descrito mutaciones en la DNA girasa y en la topo-
isomerasa IV (protefnas diana de las quinolonas) como un
mecanismo importante en la resistencia a las quinolonas (6,
7). Ademas, las sintesis de enzimas como betalactamasas,
cloranfenicol acetiltransferasa y enzimas modificantes de
aminoglucésidos, son mecanismos de resistencia que pueden
estar codificados en genes localizados en elementos génicos
(plasmidos, transposones o integrones) (8-10).

Los integrones son elementos génicos que, mediante un
mecanismo de recombinacién especifico, incorporan genes
denominados cassettes que confieren resistencia a los anti-
microbianos; por lo general se localizan en pldsmidos con-
jugables, aunque también se pueden encontrar en el cro-
mosoma. En un integrén podemos distinguir tres partes bien
diferenciadas. Hay dos regiones conservadas, entre las que
se localiza una regién de tamafio y composicién variable,
en la cual se encuentran los diferentes cassettes génicos.
En el extremo 5° esté el gen intl, encargado de la sintesis
de una enzima que presenta similitud con la familia de las
integrasas, y la regioén att!, lugar de recombinacién. Por otro
lado, en el extremo 3’ de cada cassette génico se encuen-
tra una pequefia secuencia palindrémica de 59 pb, también
denominada aftC, que interviene de manera importante en
el proceso de recombinacion. En el extremo 3’ se localiza
el gen sull, que confiere resistencia a las sulfonamidas. Los
genes que se localizan en los integrones pueden estar aso-
ciados o no con el desarrollo de resistencia a antimicrobia-
nos. Hasta el momento se han descrito diferentes tipos de
integrones, siendo los de tipo 1 los mas frecuentes en las en-
terobacterias (10).

El objetivo de este estudio fue caracterizar los integro-
nes encontrados en cepas de S. typhimurium procedentes de
aislamientos clinicos, relacionados o no epidemioldgica-
mente.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos
y analisis epidemiolégico

Las diez cepas de S. typhimurium que se han analizado
en este estudio procedian de aislamientos clinicos, obteni-
dos de heces de pacientes con diarrea, en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital Clinico de Barcelona en el afio
1994. En ningun caso existia relacion entre los pacientes ni
se tom6 mas de una muestra de cada uno. En todas las cepas
se determinaron las relaciones epidemiolégicas mediante
andlisis del DNA cromosémico, digerido con Xbal y poste-
rior electroforesis en campo pulsante (5).

Determinacion de la sensibilidad
a antimicrobianos

Se determiné el grado de resistencia de S. typhimurium
a diversos agentes antimicrobianos (ampicilina, ceftazidi-
ma, imipenem, cloranfenicol, tetraciclina, espectinomicina,
tobramicina y cotrimoxazol) por el método de difusién en
agar siguiendo las directrices del NCCLS (11).

Deteccion y clonacion de los integrones

La existencia de integrones de tipo 1 se puso de mani-
fiesto mediante PCR, bajo las condiciones descritas previa-
mente por Navia y cols. (8). Los productos de PCR obteni-
dos fueron analizados por electroforesis en geles de agarosa
(1,5% plv) teiidos posteriormente con bromuro de etidio.
La visualizacién de los integrones se realizé bajo luz ultra-
violeta. Estos productos amplificados se purificaron median-
te el sistema GeneClean (Bio 101, Inc., La Jolla, California,
USA) y clonados en el vector pCRII (Invitrogen BV, Leek,
The Netherlands). Las cepas transformantes se hicieron
crecer en medio que contenia X-Gal e IPTG. Una vez de-
tectadas las cepas que contenian el pldsmido transformante,
éste fue extraido por lisis alcalina y posteriormente secuen-
ciado utilizando el Thermosequenase Dye Terminator Se-
quencing kit (Amersham, Cleveland, USA) con un anélisis
posterior en secuenciador automatico (377; Applied Bio-
systems). Los resultados obtenidos de la reaccion de se-
cuencia fueron cotejados con los presentes en el GeneBank.

Deteccion de betalactamasas

La deteccidn de betalactamasas se realizé mediante de-
terminacion del pl siguiendo la metodologia previamente
descrita (5, 8). Adicionalmente se efectué PCR con ceba-
dores especificos (5, 8).
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RESULTADOS

El estudio epidemioldgico realizado con estas cepas re-
veld la existencia de tres clones diferentes, A, B, C, y un
subclén A . Tres de ellas pertenecian al clon A, tres al clon
B, dos al clon C y dos al subclon A, (Fig. 1). Todas las ce-
pas estudiadas presentaron resistencia a ampicilina, tetraci-
clina, espectinomicina y tobramicina; ocho de diez presen-
taron resistencia al cloranfenicol y tres presentaron resis-
tencia al cotrimoxazol, mientras que no se detecté ninguna
cepa que fuese resistente al imipenem ni a la ceftazidima.

Por otro lado, todas las cepas que se estudiaron presen-
taban al menos un integrén, con un rango de tamafos que
oscilaba entre 900 y 2000 pb (Fig. 2). Los genes presentes
en los integrones detectados pertenecian a tres familias in-
volucradas en la adquisicidn de resistencia a antibidticos:
betalactamasas, enzimas modificantes de aminoglucésidos
y dihidrofolato reductasas. Estos resultados nos permitie-
ron definir cuatro fenotipos diferentes en cuanto a la pre-
sencia de integrones: una cepa presentaba tres integrones
con tamanos de 900, 1100 y 1500 pb; tres cepas presenta-
ban dos integrones de tamafios 900 y 1100 pb; dos cepas
presentaban un tnico integrén de 2000 pb; y cuatro cepas
presentaban un integrén de 1500 pb.

En los integrones analizados se hallaron dos genes que
codificaban betalactamasas diferentes: blapse’1 (presente en
cinco cepas) y bla_ ,, (presente en dos cepas). Adicional-
mente, los estudios de PCR e isoelectroenfoque mostraron

Figura 1. Electroforesis en campo pulsante. M: Marcador. Carril 1: cepa
3; carril 2: cepa 317; carril 3: cepa 410; carril 4: cepa 470; carril 5: cepa
643; carril 6: cepa 1215; carril 7: cepa 2120; carril 8: cepa 2545; carril 9:
cepa 2557; carril 10: cepa 2675; carril 11: marcador; carril 12: Salmonella
enteritidis (control).
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Figura 2. Integrones de las cepas estudiadas. Los productos de PCR estan
por duplicado. M: Marcador. Carril 1: cepa 3; carril 2: cepa 410; carril 3: ce-
pa 2557; carril 4: cepa 317; carril 5: cepa 643; carril 6: cepa 2120; carril 7:
cepa 2675; carril 8: cepa 2545; carril 9: cepa 470; carril 10: cepa 1215.

la presencia de betalactamasas tipo TEM en cinco de las
cepas, asi como de otra betalactamasa tipo OXA-30 que no
se detect6 al efectuar la PCR de integrones. Tan sélo se
hallé un gen codificador de DHFR (dfrAl), el cual estaba
presente en tres cepas. Dos genes que codificaban enzimas
modificantes de aminoglucésidos (aadAlay aadA?2) se iden-
tificaron en las diez cepas, de las cuales seis presentaban el
gen aadAlay el resto el gen aadA2 (Tabla 1). Ninguna de
las cepas estudiadas presentaba dos genes de manera si-
multdnea pertenecientes a la misma familia.

En los integrones que sélo presentaban un gen, éste se
identific6 como codificante de betalactamasas, blapm_ 1
bien una enzima modificante de aminoglucdsidos aadA2.
La presencia del mismo gen se detectaba en integrones di-
ferentes pertenecientes a la misma cepa, como es el caso
del gen codificante de la PSE-1 betalactamasa, presente en
un integrén de 900 bp y en otro de 1500 bp, o el caso del
gen aadA?2, presente en un integrén con un tamafio aproxi-
mado de 1100 pb y en un integrén de 1500 pb, detectados
en la cepa 2120. Sin embargo, un mismo integrén se loca-
lizaba en cepas epidemioldgicamente diferentes, como suce-
dia con el integrén que contenia los genes dfrAl y aadAla
en las cepas 410, 2557 y 1215 (fenotipo B las dos primeras
y C la tercera).

0
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Tabla 1. Grupos epidemiologicos y composicion genética de los integrones.

. Betalactamasas Integrén
Grupo epi-

Cepa demiolégico pl PCR Tamafio gen 1 gen 2 Resistencia

3 A 5,6 PSE-1 ¢.900 blapse_1 AmpCmTetSptTob
¢.1100 aadA2

470 A 5,6 PSE-1 ¢.900 bla el AmpCmTetSptTob
c.1100 aadA2

2545 A 5,6 PSE-1 ¢.900 bla,. AmpCmTetSptTob
c.1100 aadA2

643 A, 7,0 OXA ¢.2000 bla_, -, aadAla AmpCmTetSptTob

2675 A 7,0 OXA ¢.2000 bla_, +, aadAla AmpCmTetSptTob

410 B 54 TEM ¢.1500 dfrAl aadAla AmpCmTetSptTobSxt

2557 B 5,4/17,0 TEM/OXA ¢.1500 dfrAl aadAla AmpCmTetSptTobSxt

317 B 5,4/15,6 TEM/PSE-1 ¢.1500 bla, aadAla AmpTetSptTob

2120 C 5,4115,6 TEM/PSE-1 ¢.900 bla,, AmpTetSptTob
¢.1100 aadA2
¢.1500 bla el aadA2

1215 C 5.4 TEM ¢.1500 dfrAl aadAla AmpCmTetSptTobSxt

DISCUSION nen un gen aadAl. Este hecho refuerza la hipétesis fomu-

La presencia de integrones se ha asociado con el trans-
porte y la diseminacién de genes de resistencia a antibidti-
cos en un gran nimero de microorganismos, entre los que
se encuentra S. typhimurium (9), siendo su composicién
genética muy variada: betalactamasas diferentes (OXA,
CARB...), enzimas modificantes de aminoglucésidos, dihi-
drofolato reductasas y otros genes que confieren resisten-
cia a antibacterianos (sulfonamidas) (6, 8, 9, 11-14). Se ha
descrito que las enzimas modificantes de aminoglucdsidos
son las que con mds frecuencia se presentan en los integro-
nes (9, 10), lo cual se hace evidente en las cepas objeto de
este estudio, en donde de los 15 integrones detectados y es-
tudiados, 11 contienen un gen de esta familia (aadAla o
aadA?2).

Algunos autores (10) han descrito la prevalencia de tres
tipos de regiones de DNA, con tamafios que oscilan entre
800, 1000 y 1500 pb, como las mds frecuentes en los inte-
grones de tipo I presentes en las enterobacterias proceden-
tes de aislamientos clinicos. Estos cassettes genéticos pre-
sentan la misma composicion (aacA4, aadA y dfrAl mas
aadAl, respectivamente) independientemente de cudl sea
su origen y organismo huésped. En el caso de S. typhimu-
rium, patdgeno objeto de este estudio, los integrones anali-
zados presentan tamafios y composiciones similares a los
descritos por Martinez-Freijoo y cols. (10), los cuatro inte-
grones de 1100 pb y uno de 1500 pb contienen un gen
aadA2,y los cuatro integrones restantes de 1500 pb contie-

lada por Martinez-Freijoo y cols. (10), de que la transfe-
rencia de integrones entre una misma especie y entre espe-
cies diferentes se lleva a cabo a partir de una estructura ba-
sica, no a través de genes individuales; esto facilitarfa la
diseminacién mundial de los integrones y, por consiguien-
te, de las resistencias a ellos asociadas. En este sentido, uno
de los integrones que forman parte de este estudio, de un ta-

maio cercano a 2000 bp, contiene un gen bla mas un gen

oxa-30
aadAla, que Gnicamente ha sido descrito en cepas de Shi-
gella flexneri aisladas en China (15) y en una cepa de S. #y-
phimurium aislada de heces de una viajera a su vuelta de
diferentes paises (Arabia Saudi, Pakistdn y Turquia) (16).

Cabe decir, asimismo, que este mismo gen bla se ha

oxa-30
hallado en una cepa de Escherichia coli aislada de heces de
nifios sanos en La Rioja (Espana) (17).

En resumen, los integrones analizados y caracterizados en
cepas de S. typhimurium presentan una composicién géni-
ca muy similar a la de los descritos hasta el momento en
otras enterobacterias. La presencia de integrones distintos
en cepas pertenecientes al mismo clon sugiere que la ad-
quisicién de este elemento génico puede marcar una dife-
rencia génica en las cepas epidemioldgicamente iguales.
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