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RESUMEN: Se investigd la presencia de integrones clase 1 y su relacion con el antibiotipo en 25 aislamientos pedidtricos de
Salmonelia spp. Se estudio la presencia de los genes intf1, sull, y gacEAT, mediante PCR y/o hibridacion ADN-ADN. Ademas se
analiz6, por RFLP-PCR, la region variable (rv) de estos elementos. Pudo detectarse la presencia de integrones clase 1 en la
mayoria de las cepas de S. Infantis (12/13) y en una cepa de S. Typhimurium (1/4). Esta 0ttima, resistente a algunos aminoglucdsidos,
muestra un amplicon para rv de 1 kb. Las cepas de S. Infantis, que poseen igual resislencia a aminoglucdsidos pero diferentes a
los f-1actamicos, presentan un amplicén idéntico de 2 kb para rv. Esta resistencia fue transferida por conjugacion y se detectd inl/1
en los ransconjugantes seleccionados. Con estos resultados podemos suponer que algunos genes de resistencia a aminoglucosidos
estarian en forma de casele dentro de estos integrones, localizados en plasmidos conjugativos.
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SUMMARY: Class 1 Integrons in salmonefla isolated in Santa Fe, Argentina. DI Conza, José'; Mollerach, Marta?; Ayala, Juan®
y Gulkind, Gabrlel®. The presence of class 1 integrons and its relationship with the antibiotype was investigated in 25 pedialric
Salmonelia spp. isolates. The presence of inli1, su/l, and gacEal, was detected by PCR and/or DNA-DNA hybridization. The
variable region (rv) of these elemenls was also analyzed by RFLP-PCR. The presence of class 1 integrons could be detected in
almost all the S. Infantis strains (12/13) and in one S. Typhimurium (1/4). This last one, resistant to some aminoglycosides,
displays an rv amplicon of 1 kb, while S. Infantis strains, that retain the same resistance to aminoglycosides but to different p-
lactams, have an identical rv amplicon of 2 kb. This resistance could be transferred by conjugation and intf7 gene was detected
in the selected transconjugants. These results suggest that some aminoglycoside resistance genes would be part of a cassette
in these integrons, located in conjugative plasmids.
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Introduccién

Los integrones son elementos genéticos con
capacidad para capturar y reorganizar genes en
casetes moviles. Contienen los determinantes
genéticos del sistema de recombinacion sitio espe-
cifico (1). Existen cuatro tipos de integrones, los cua-
les difieren fundamentaimente en el gen de la
integrasa (2). Los integrones clase 1 son los encon-
trados con mayor frecuencia en aislamientos de ori-
gen clinico (2-4). Presentan dos segmentos conser-
vados, el ' (5'CS) y el 3' (3'CS), y una region interna
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variable donde se integran los genes en casetes que,

en general, codifican resistencia a antibiéticos (5).
El 5'CS codifica para una integrasa sitio-espe-

cifica (intl/7), contiene un sitio adyacente de
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recombinacion reconocido por la integrasa (aft/7) y
un promotor orientado convenientemente (P, )
involucrado en la expresidn de los genes que codifi-
can el/los casetes. En el 3'CS se encuentra un gen
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delecionado que codifica para resistencia a com-
puestes de amonio cuaternario (qacEAT) y un gen
que confiere resistencia a sulfonamida (suf7), y sue-
le presentar ademas, al menos un marco de lectura

abierto siendo el mds comin orfs (Ver Figura 1} (5,6).

Figura 1: Estructura de un Integron Clase 1
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Estructura fipo de un integrén clase 1. Las llechas indican la direccion de transcripeion de los genes. 5°CS: segmento conservado
57, intl1: gen para la integrasa 1, all/f: silio de recombinacion adyacente, P, promolor para la expresion de los genes en casele,
P promotor de la integrasa, ani1®: gen que codifica resistencia a antibidtico, 53-be o afiC: elemento de 59 bases, 3'CS:
segmento conservado 37, gacEAT: gen de resislencia a compueslos de amonio cuaternario, suff: gen que codifica resistencia
a sulfonamidas, orf5: marco de lectura abierto. EI tamano de la regién variable depende del tipo y nimero de casetes presentes.

El nimero de genes en casetes puede variar
entre cero para In0 (7) hasta mas de siete (8,9). Es-
tos casetes contienen un gen que confiere resisten-
cia (ant1®), asociado con una secuencia de
recombinacidn, conocido como el elemento de 59
bases (59-be o attC). En la actualidad se conocen
mas de setenta casetes y, comdnmente, codifican
resistencia a B-lactdmicos, aminoglucdsidos,
cloranfenicol y trimetoprima, y menas frecuentemen-
te, resistencia a compuestos de amonio cuaternario,
rifampicina y eritromicina (1,10).

Pocos son los estudios sobre el relevamiento
de integrones y su distribucion. Los realizados en
enterobacterias provenientes de diferentes hospita-
les de Europa muestran que entre un 43-55% de las
mismas presentan integrones con diferentes arre-
glos de casetes y patrones de resistencia (11-13).

Hasta la fecha, no existen publicaciones referi-
das al relevamiento de integrones en nuestro pais,
donde la presion selectiva intranosocomial segura-
mente es diferente. En el presente trabajo se investi-
ga la presencia de integrones clase 1 en Saimonelia
enterica, se analiza Ia region variable de estos ele-
mentos y su relacion con el antibiotipo.

Materiales y Métodos

Microorganismos: Se estudiaron 25 cepas de
Salmonefla enterica, aisladas del Hospital de Nifos
“Ricardo Gutierrez” de la provincia de Santa Fe du-
rante el periodo 1996-1998. Para los ensayos de con-
jugacion se usé como cepa receptora E. coli
CAG12177 (Dra. M. Berlyn, E. coli Genetic Stock
Center).

Identificacion: Se confirmé la identidad de los
rmicroorganismos por pruebas bioquimicas conven-
cionales (14). La serovariedad de las cepas de S.
enterica se realizo mediante técnicas de aglutina-
cion empleando sueros para la deteccion de antigenos
sométicos y flagelares (15).

Susceptibilidad a Antibi6ticos: Se determind
la susceptibilidad a diferentes antibiéticos por los
métodos de difusion y dilucion en agar de acuerdo a
las recomendaciones de laNCCLS (16,17).

Extraccion de plasmidos: La extraccion de
plasmidos se realizé mediante lisis alcalina (18), a
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partir de cultivos crecidos a 37 °C, durante 18 hs, en
caldo Luria-Bertani (LB) suplementado con antibidti-
co en funcion del perfil de resistencia de cada cepa;
también se realizd utilizando equipos comerciales
(Midi/maxi plasmid kit, QIAGEN Inc.).

Conjugacion: Los ensayos de conjugacion se
realizaron en medio sélido y la seleccidn de
transconjugantes en placas de agar LB suplementa-
do con tetraciclina (20 ug/ml), y ampicilina (50 ug/
ml) o cefotaxima (30 ug/ml), de acuerdo el perfil de
resistencia de la cepa dadora (19).

Amplificacion por “Polymerase Chain
Reaction” (PCR): La amplificacion por PCR se reali-

Tablai: Oligonucledtidos empleados en las PCR.

26 teniendo en cuenta las condiciones generales
descriptas por Sambrook et a/ (19). La secuencia de
los oligonucledtidos empleados para amplificar las
distintas regiones de un integrén, se presentanen la
Tabla 1. Las reacciones se realizaron en un volumen
final de 50 ul conteniendo 10 ng de ADN plasmidico,
2,5 mM de MgCl,, 1 uM de cada oligonucledtido
(Isogen), 0,5 mM de cada dNTP (Pharmacia Biotech,
Suecia) y 0,5 U Tag DNA polimerasa (PerkinElmer,
Boston, USA). Los pardmetros de amplificacion fue-
ron; 6 min a 94 °C; 30 ciclos de 1 min a 94 °C
(desnaturalizacién), 1 min de hibridacién (tempera-
tura entre 50-60 °C dependiendo en cada caso del
Tm del oligonucleétido), y 1 min a 72 °C (polimeri-
zacion), seguido de un periodo de extension final de
10mina72°C.

Nombre ADN blanco Secuencia Referencia
intl1B intl1 5 ACCGCCAACTTTCAGCACAT 3' M95287°
intl1F intl1 5 GCGTTCGGTCAAGGTTCTGG 3’ Mg5287°
5°CS w 5' GGCATCCAAGCAGCAAGC 3' (24)
3°CS n 5' AAGCAGACTTGACCTGAT 3' (24)
gacEA1B gacEAl 5 CAAGCTTTTGCCCATGAAGC 3' (24)
gacEATF gacEAT 5 ATCGCAATAGTTGGCGAAGT 3' (24)
SultB sult 5' GCAAGGCGGAAACCCGCGCC 3 (24)
SultF sull 5' CTTCGATGAGAGCCGGCGGC 3' (24)

i numero de acceso a ia secuencia de inff1, depositada en base de dalos, a partir de [a cual se disefiaron estos oligonucledtidos.

v; region variable.

Analisis de la region variable mediante RFLP-
PCR: El fragmento generado por PCR al amplificar la
regién variable (rv) de un integrén, se traté con dis-
tintas endonucleasas: £coRl, Hindlll, Kpnl y Sacl (MBI
Fermentas Ltd., Lituania) y los productos obtenidos
se resolvieron en geles de agarosaal 1% .

Deteccidn del gen int/7 mediante hibridacién
ADN-ADN: Se realizé hibridacién sobre colonia utili-
zando como sonda un fragmento de 930 bp del gen
int!1 del integrdn InS21 (20), obtenido por PCR y
marcado con #*P-dCTP (19).

Las colonias fueron transferidas a la membra-
na de nitrocelulosa las que fueron tratadas con NaCl
1,5M - NaOH 0,5M para lograr la lisis celular. El
tratamiento posterior de la membrana incluy6 neu-
tralizacion con Tris 1M pH 8.0, sequido de NaCl 1,5M
- Tris 0,5M pH 8.0 y finalmente con SSC 2X (SSC 1X
es NaCl 0,15 M més citrato de sodio 0,015 M). El
ADN se fij6 a la membrana en estufa a 80°C durante
2 hs, 1a hibridacion con la sonda se realizé a 65°C y
luego, se efectuaron lavados con SSC 2X- SDS 0,1%
ycon SSC0,1X - SDS 0,1% (termostatizado a 65°C).
Finalmente, la membrana se expuso a—20 °C frente
a la pelicula radiografica (AGFA Curix RP2) y se re-
veld alas 24 hs,
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Resultades y Discusién

Las cepas estudiadas fueron agrupadas segun
|la seravariedad y el perfil de resistencia (Tabla 2). La
bisqueda de integrones clase 1 fue realizada median-
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te la deteccitn del genint/? por PCR (fragmento espe-
rado de 930 bp), y por hibridacidn sobre colonias. To-
das las cepas inif? positivas presentaron los genes
gacEA1 y suf1 enel andlisis por PCR obteniéndose los
fragmentos esperados de 228 bpy 439 bp respectiva-
mente. Estos resultados se resumen en |a Tabla 2.

TABLA 2: Correlacion entre Serovariedad, Perfil de Resistencia y presencia de Integrén

Serovariedad Patron Perfil de Resistencia Genes amplificados Amplicin
(N° cepas) (N° cepas) inti1  gacEAT sulf v (kh)
S. Infantis A (6) Ap, Pi, Ce, C, Ct, Cr, Cf, Az, + + + 2.0
{13) Ge, Ak, Ka, To,Ne, Ni, Su
B (6} Ap, Pi, Ce, C, Ge, Ak, Ka, + + + 2.0
To, Ne, Ni, Su
C Q) Ap, Pi, Ce, C, Ni - - - -
S. Typhimurium D (1) Ge, Ka, To, Ni, Su + + + 1.0
(4) E (1) Ni, Te - - -
F(2) - - -
S. Enteritidis G (6) Ni - -
S. Agona H (1) - - -
S. Oranienburg 1(1) -

Tv: region variable. Ap, ampiciling; Pi, piperacilina; Ce, cefalotina; C, cefuroxima; Ct, cefolaxima; Az, aztreonam; Cr, ceftriaxona; Cl,
cefepime; Ge, gentamicina; Ka, kanamicina; Ak, amicacina; To, tobramicing; Ne, netilmicina; Ni, mitrofurantoina; Su, sullisoxazol, Te,

tetraciclina. (—): Positiv, (-). Negativo.

De. acuerdo a los resultados resumidos en la
Tabla 2, se puede evidenciar que la presencia de
integrones se encontrd en cepas con distinto grado de
resistencia y como denominador comin todas mos-
traron resistencia a sulfisoxazol {que se relaciona con
la presencia del gen su/? en estas estructuras),
nitrofurantoina y algn aminoglucdsido. La mayoria
de las cepas de S. Infantis (12/13) presentaron
integrones de clase 1, todas pertenecientes al patrn
de resistencia Ay B. En este serotipo, los amplicones
obtenido para Ia region variable fueron de aproxima-
damente 2.0 kb (Figura 2a), independientemente del

antibiotipo (patrén Ay B). La (nica cepa que no ampli-
fica para esta regién, ni presenta ninguna de las otras
caracteristicas que definen estos integrones, es sen-
sible a los aminoglucdsidos (patrén C). Los perfiles
de restriccion realizados a los amplicones de la re-
gion variable (RFLP-PCR) fueron idénticos (Figura 2b),
lo que haria suponer la misma disposicion de casetes
en ambos patrones. S6lo una de las 4 cepas de S.
Typhimurium incluidas en este trabajo fue int/1 positi-
va, presentando un amplicon para Ia region variable
de aproximadamente 1,0 kb (Figura 2a). Esta cepaes
Ia (nica, dentro de este serotipo, que presenta resis-
tencia a aminoglucésidos (patrén D).
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Figura 2: PCR y RFLP-PCR para la region variable de los integrones
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(a) Amplicones para la regién variable empleando los oligonucledlidos 5°CS y 3°CS. A, B y D son los palrones de cepas con
distintos anlibiotipos que presentan integrones. (b) Perlil de restriccidn de los amplicones para la regin variable obtenida con los
palrones de resisltencia A y B. A1: cepa 1 del palrdn A, A2: cepa 2 del palrén A, B1: cepa 1 del palrén B, B2: cepa 2 del palion

B. M:1 kb DNA lader (MBI Fermenlas L1d., Liluania).

La presencia de plasmidos fue detectada en
todas las cepas estudiadas exceptoen S. Agonay S.
Oranienburg. Su movilidad se evalué mediante en-
sayos de conjugacion utilizando una cepa del patrén
deresistencia Ay otra del patrén B como dadoras. En
los transconjugantes obtenidos se transfirid la resis-
tencia a B-lactamicos y aminoglucésidos; no asi a
nitrofurantoina. El gen int/7 también se detectd en
estos transconjugantes por hibridacion sobre colo-
nias. Estos resultados indican que los integrones cla-
se 1 descriptos en S. Infantis estdn presentes en
cepas multirresistentes y localizados en plédsmidos
conjugativos, lo que concuerda con la mayoria de
los casos descriptos en otras partes del mundo
(12,13,21). Ademas, dado que la resistencia a
nitrofurantoina no se transfiere por conjugacion es
probable que el gen que codifica para esta resisten-
cia no esté formando parte de estos elementos; ade-
mas, hasta el momento, estos genes de resistencia
no fueron descriptos como genes en casetes (2).

Conclusiones
La presencia de integrones clase 1 pudo identi-

ficarse en la mayoria de las cepas de S. Infantis (12/
13)yen 1 cepade S. Typhimurium (1/4). Se encontré

que estos elementos se localizan en plasmidos y se
transfieren junto con la resistencia a B-lactamicos y
aminoglucdsidos. Dado que se obtiene un Unico
amplicén para la regi6n variable por cepa, se puede
inferir que cada plasmido porta un Gnico integrén o
bien mas de uno pero con la misma disposicion de
casetes.

Los integrones detectados en S. Infantis poseen
el mismo perfil de restriccion para la region varia-
ble, es decir, tienen idéntica organizacion genética
en esta region, tanto en las cepas resistentes como
en las sensibles a cefalosporinas de tercera genera-
¢ion, por lo tanto, este marcador no estaria formando
parte de los genes en casetes incluidos en estos
integrones.

Mas alla de la obvia resistencia a sulfisoxazol
debido a la presencia del gen su/7 en su estructura,
todas las cepas con integrones presentan como ca-
racteristica comdn resistencia a varios aminoglu-
cosidos, lo que sugiere que algunos de los genes
responsables de dicha resistencia estarian localiza-
dos dentro de estos integrones en forma de casetes.
Esta cepas, ademas, poseen resistencia a nitro-
furantoina, pero el determinante genético de dicha
resistencia, no estaria localizado en el plasmido.

Los integrones clase 1 estdn distribuidos mun-
dialmente, especialmente en enterobacterias recu-
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peradas de muestras clinicas, inclusive en
salmonelas. En Europa se han evaluado la presencia
y diseminacion de integrones clase 1 en distintas
serovariedades no Typhi de S. enferica, aun en aque-
llos serotipos pocos frecuentes (diferente a S.
Enteritidis y S. Typhimurium). Como en este trabajo,
la presencia de estos elementos siempre se asocio
con un patron de resistencia multiple (21-23).

La presencia de estas estructuras en plasmidos
movilizables es extremadamente relevante dado que
las mismas actian como vectores de clonacion y
expresion /n vivo; de esta manera se incorporan
eficientemente otros mecanismos de resistencia
contribuyendo a la emergencia y diseminacion de
cepas multirresistentes.
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