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RESUMEN: Los integrones son elementos genéticos que incorporan y expresan casetes génicos debido a que poseen una
integrasa (Intl), un sitio de recombinacion (allf) y un promotor que permite la expresion de los genes integrados (P,,). El objetivo
de nuestro trabajo fue invesligar la presencia de integrones clase 1, 2 y 3; caraclerizar parcialmenle su estructura molecular y
analizar su asociacion con el perfil de resistencia observado en 25 enterobacterias hospitalarias de fa ciudad de Santa Fe. Se
detectd la presencia de inlegrones de clase 1 y/o clase 2 en el 48% de las enterobacterias. No se hallaron inlegrones clase 3. Se
observo una asociacion signilicativa entre la presencia de estos integrones y la resistencia a los antifolatos, los aminoglucésidos,
los p-lactamicos y cloranfenicol. Ademas se encontro una prevalencia de integrones clase 1. Los aislamientos correspondientes
a Citrobacter freundii y Shigella ffexnerii presentaron simultdneamente integrones clase 1y clase 2.

Palabras claves: inlegrones, enlerobacterias, resistencia a antibioticos.

SUMMARY: Clase 1 and class 2 integrons in enterobacteria nosocomial isolates. Porto, A.'; Vaccari, M. C.'; Mendez, E.%; Di
Conza, J." Integrons are delined as genelics elements that can integrate gene cassettes by site especific recombination due to the
presence in their structure of an integrase (intl) and an at!f recombination sile. They also have a promoter (P, ) that allows the
expression of the integrated genes. The aim of our work was to investigate the presence of class 1, 2 and 3 integrons, lo carry out
the partial characterization of their molecular struciure and to analyze its association with the resistance profile observed In 25
enterobacteria clinical isolales, Class 1 and/or class 2 integrons were found in 48% of the isolates. None of the isolates presented
class 3 integrons. We observed a significant association between the presence of integrons and he resistance to antifolates,
aminoglycosides, f-lactams and chloramphenicol. Also, we found the prevalence of class 1 integrons in these clinical isolates. The
simultaneous occurrence of class 1 and class 2 integrons was detected in Citrobacter freundii and Shigella flexnerii isolates.
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Introduccion

Los integrones son piezas genéticas que fun-
cionan como sistemas de captacion de genes que
confieren ventajas selectivas para la bacteria. Se
caracterizan por reconocer una gran variedad de se-
cuencias de recombinacion y poseer una amplia
capacidad de capturar, movilizar y expresar genes,
lo que permite a las bacterias una répida adaptacion
a distintos nichos ecoldgicos (1). Asi, los
microgrganismos que los poseen podrian equiparse
con una verdadera "coleccién” de genes de resis-
tencia, incrementando paulatinamente el espectro de
la misma.

Basicamente, un integrén se define por poseer
una recombinasa especifica de sitio denominada
integrasa (jnt/), un sitio de recombinacion (att/) y un
promotor que permite |a expresion de los genes en
casete integrados (P, ) (2, 3). Los casetes génicos
usualmente poseen un Unico gen y Se insertan a
través de una secuencia de recombinacion especifi-
ca de sitio (atiC o 59-be) que también le confiere
movilidad. Los casetes integrados en el sitio aftf for-
man la regién variable (RV) particular de cada
integron de acuerdo al nimero de genes integrados
(3).

Actualmente se conocen 10 clases de
integrones, los cuales se distinguen por diferencias
enla secuenciadeintf (1, 3-9) (GenBank, nimero de
acceso: AJ277063). Si bien 5 clases de integrones
han sido asociados a genes en casete que codifican
determinantes de resistencia a antibidticos, los
integrones clase 1, 2 y 3 son los que presentan ma-
yor relevancia clinica (3, 4).

Los integrones de clase 1 {de mayor frecuen-
cia en aislamientes clinicos) poseen una region 5'
conservada (5'CS) enla cual se encuentra el gen de
|a integrasa (inll7) y el sitio de recombinacion ait/7.
Estos integrones presentan una region 3' conserva-
da (3'CS) que contiene un gen que confiere resisten-
cia a compuestos de amonio cuaternarios (gacEAT)
y un gen de resistencia a sulfonamidas (su/7) (10).
Muchos de los integrones pertenecientes a esta cla-
se se han localizado en elementos transponibles
miembros de [a familia del Tn3 o en transposones
defectivos como &l Tn5086 (11, 12).

Los integrones de clase 2 se encuentran dentro
de elementos transponibles de |a familia del Tn7 (6).
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Estos integrones poseen en el extremo 5'CS una
integrasa (inif2, que posee un codon de terminacion
interno) y el sitio att/2. Algunos autores postulan una
region 3'CS que contiene 5 genes implicados en la
transposicion (tns) (13). La secuencia de la integrasa
de clase 2 posee 40% de similitud con la de clase 1.

Los integrones de clase 3 estudiados hasta el
momento poseen en el extremo 5'CS una integrasa
(int/3) y un sitio attf3 de recombinacion. El extremo 3'
de esta clase no se ha caracterizado. Se ha encon-
trado un porcentaje de 60% de similitud entre /ntf3 ¢
intf1 (4,14).

La acumulacion e intercambio de genes en
casete dentro de los integrones y 1a gran aceptacion
de estos ultimos por parte de las bacterias permiti-
rian incrementar paulatinamente el espectro de re-
sistencia de las mismas. La presencia de estos ele-
mentos (y mas adn, su localizacidn plasmidica) con-
tribuyen a la emergencia de enterobacterias y otros
bacilos Gram negativos multirresistentes y a su di-
seminacion entre diferentes especies (1, 15).

Si bien existen varios reportes donde se aso-
cian la presencia de integrones con la resistencia a
distintas familias de antibiticos como B-lactamicos,
aminoglucosidos y quinclonas (16-20), no se han
informado en nuestra region resultados que vinculen
estos parametros.

El objetivo de nuestro trabajo fue investigar la
presencia de integrones clase 1, 2 y 3; caracterizar
parcialmente su estructura molecular y analizar su
asociacion con el perfil de resistencia observado en
enterobacterias provenientes de aislamientos clini-
cos de la ciudad de Santa Fe. Los resultados obteni-
dos en este trabajo podrian aportar informacion al
conocimiento de la epidemiologia regional de estos
elementos moviles y de la resistencia asociada a
los mismos.

Materiales y Métodos

Microorganismos: Se analizaron todas las
enterobacterias aisladas en el Hospital J.M. Cullen
de la ciudad de Santa Fe durante un periodo de siete
dias consecutivos en agosto de 2004. Se incluyo un
Gnico aislamiento perteneciente a una misma espe-
cie por paciente,

Identificacion de los microorganismes: Laiden-
tificacion de los aislamientos se realizé mediante
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pruebas bioguimicas convencionales siguiendo los
esquemas apropiados (21).

Susceptibilidad a antimicrobianos: El anélisis
de la resistencia a antibioticos de los aislamientos
se realizo por el método de difusién en disco de acuer-
do a lo establecido por las normas NCCLS (22). Se
ensayaron los antibiéticos B-lactdmicos ampicilina
(AMN}), cefalotina (CEF), cefotaxima (CTX), cefoxitina
(FOX), (Britania, Argentina), amoxicilina/dcido
clavulanico (AMC) (0OXOID, Inglaterra); los
aminoglucosidos gentamicina (GEN) y amicacina
(AMK) (Britania, Argentina); los antifolatos
sulfisoxazol (SUL) (Britania, Argentina), trimetoprima
(TM), trimetoprima/sulfametoxasol (TMS), (OX0ID,
Inglaterra) y otros antibidticos como cloranfenicol
(CMP), tetraciclina (TET) y acido nalidixico (NAL)
(Britania, Argentina),

Analisis de integrones: Mediante reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se investigo la pre-
sencia de integrones clase 1, 2 y 3 en todos los ais-
lamientos, a través de la amplificacion de los genes
intl1, intl2 e inti3 empleando condiciones de amplifi-
cacion y oligonuclestidos especificos previamente
descritos (23). El estudio de las regiones variables
de los integrones de clase 1 y clase 2 se realizd
mediante amplificacién utilizando oligonucledtidos y
condiciones estandarizadas (24, 25). En los aisla-
mientos que presentaron integrones clase 1 se ana-
lizo Ia region 3'CS mediante la amplificacion conjun-
tade los genes adyacentes gacEAT y sulT (25).

Los productos de PCR fueron resueltos median-
te electroforesis en gel de agarosa 1% a 100 voitios/
cm en buffer de corrida TAE. Los geles fueron tefiidos
con bromuro de etidio y visualizados en luz
ultravioleta.

Andlisis estadistico: Se calculd la significancia
exacta usando el test de %2 entre los grupos
bacterianos resistentes que presentaron 0 no el gen
intl, empleando el software SPSS versidn 9.0 para
Windows.

Resultados y discusidn

Los 25 aislamientos estudiados fueron identifi-
cados como Escherichia coli (n=18), Providencia
rettgeri (n=1), Proteus mirabilis (n=1), Serratia
marcescens (n=1), Citrobacter freundii (n=1),
Klebsiella pneumoniae (n=2) y Shigella flexnerii
(n=1).

A cada uno de estos aislamientos se les deter-
mind el patron de resistencia ensayando los 13
antibidticos seleccionados. Del total de 25
enterobacterias estudiadas, 20 presentaron resisten-
ciaa mas de un antibidtico. Los aislamientos restan-
tes (todos identificados como E. coli) presentaron
resistenciaa un (nico antibiotico (TET) en 2 casos y
sensibilidad a todos los antibioticos ensayados en
los 3 casos restantes.

La presencia de integrones se investigé me-
diante amplificacion por PCR de las integrasas int/1,
intl2 e int!3. El 48% de las enterobacterias (12/25)
contienen integrones de clase 1 y/o clase 2. Ningan
aislamiento mostrd la presencia de integrones clase
3. Resultados similares fueron obtenidos por el estu-
dio realizado por White et a/ (24). La mayoria de los
aislamientos portadores de integrones (9/12) mos-
traron resistencia a siete o més antibidticos (inclusi-
ve 2 casos resistentes a los trece antibioticos). En
confraposicion, 10/13 aislamientos considerados sin
integrones mostraron resistencia 2 3 0 menos
antibioticos.

En conjunto, los aislamientos int! positivos
mostraron resistencia a un mayor nimero de drogas
ensayadas. Como se muestra en latabla 1 existe una
asociacion significativa entre la presencia de estos
elementos y la resistencia a 10 antibiéticos: los
antifolatos (TM, SUL, TMS), los aminoglucdsidos
(GEN, AKM), la mayoria de los B-lactdmicos (AMP,
AMC, FOX, CTX) y cloranfenicol.
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Tabla 2: Caracteristicas de los aislamientos de enterobacterias que presentaron integrones.

Tamaio
Aislamiento Nombre  Especimenes / Origen’ Patron de resistencia RV' (kb)
intl1 intl1
Escherichia col Ec 28 Orina/A T™ AMP CMP TET 5
Escherichia coli EC2 Sangre/l SUL TM TMS ar
Escherichia colf EC3 Orina/l SUL AMP TET 1,3
Escherichia colf EC 1 Abceso/l SUL TM TMS AMP AMC CEF TET 1,0
Escherichia coli EC7 Orina/l SUL TM TMS AMP AMC CEF CMP TET 1,0
Escherichia coli EC 16 Orina/A SUL TM TMS AMP AMK GEN TET NAL 35
Serratia marcescens SM 20 Orina/l SUL TM AMP AMC CEF CTX FOX AMK
GEN CMP TET NAL 13
Kiebsiella pneumoniae KPN 22 Orina/l SUL TM TMS AMP AMC CEF CTX FOX
AMK GEN CMP TET NAL
Klebsiellapneumoniae  KPN 25 Orinay Sangre/| SUL AMP AMC CEF CTX AMK GEN NAL 1,0
1,5
intl2
Proteus mirabilis PM 24 Orina/l SUL TM TMS AMP GEN CMP TET NAL inti2
16
inll1 + inil2
Citrobacter freundi CF 14 Orina/A SUL TM TMS AMP AMG CEF CTX FOX intf1-intl2
AMK GEN CMP TET NAL
Shigella flexnerii SF27 Heces/l SULTM AMP AMC FOX CMP TET 35-25
05-16

2 A; Paciente Ambulatorio, I: Paciente Internado
b RV: Region Variable
¢ No se observo producto de amplificacién

Las integrasas encontradas en las distintas es-
pecies de enterobacterias, el perfil de resistencia ob-
servado y los amplicones obtenidos para las respec-
tivas regiones variables se resumen en la tabla 2.

Los integrones clase 1 fueron los predominan-
tes puesto que se detectaron en 11 de los 12 aisla-
mientos int/ positivos. Sin embargo, s6lo 3 de los 12
aislamientos mostraron integrones clase 2. Como
se deduce de lo antes expuesto, en 2 aislamientos se
observd simultineamente integrones clase 1y cla-
se2.

La presencia o ausencia de ADN integrado den-
tro de la region variable de estos elementos fue estu-
diada-por PCR. Los fragmentos amplificados mos-
traron un tamano que vari6 entre 0,5y 3,5 kb para los

integrones de clase 1y entre 1,6 y 2,5 kb para los
integrones clase 2. En dos de los aislamientos co-
rrespondientes a £. coli no se observo producto de
amplificacion para esta regién. Se postula que en
ambos aislamientos, EC2 y EC28, no existirian
casetes integrados lo que se correlaciona con Ia re-
sistencia a solo tres y cuatro antibidticos respectiva-
mente.

La presencia del segmento 3" CS caracteristi-
co de los integrones clase 1 fue inferida por PCR.
Todos los aislamientos inif1 positivos mostraron po-
seer el gen gacEAT seguido por el gen su/1, excepto
el aislamiento EC28, el cual ademas no expresa re-
sistencia fenotipica a SUL. La presencia de integrones
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clase 1 carentes de su/7 en su extremo conservado
3°CSyaha sido destacada por otros autores (26).

La presencia de integrones clase 1 fue amplia-
mente descrita por diversos autores en la mayoria
de las especies bacterianas de interés clinico; pero
la presencia de integrones clase 2 ha sido descrita
en pocas especies (23, 24, 27, 28). Cabe destacar la
presencia de integrones clase 2 en el aislamiento de
Citrobacter freundii dado que no se ha encontrado
reporte de estos elementos en esta especie en la
bibliografia consultada.

Finalmente se desea senalar que se han halla-
do dos aislamientos (CF14 y SF27) que presentanen
forma simultanea integrones clase 1y clase 2. En
otros trabajos ya se han destacado este tipo de aso-
ciacion (24) e Inclusive hibridos de ambas clases
(13). Si bien se considera a la integrasa intf2 como
no funcional (), la presencia simultanea de integrones
clase 1y 2 permiliria que nuevos genes en casetes
pueden incorporarse dentro de la region variable de
integrones clase 2, ya que Intl1 es activa y funcional
sobre la distintas clases de integrones (6).

Conclusiones

A la luz de los resultados obtenidos se puede
notar que: (1) un porcentaje relevante (48%) de las
enterobacterias provenientes de aislamientos hos-
pitalarios presentan integrones, indicando una po-
tencial capacidad de ampliar su espectro de resis-
tencia cuando sea propicio, (2) existe una fuerte aso-
ciacion entre los aislamientos int/-positivos y la re-
sistencia a distintos grupos de antibioticos
(antifolatos, aminoglucésidos, p-lactamicos y
cloranfenicol), (3) dentro de las enterobacterias ana-
lizadas se observa un predominio de integrones cla-
se 1, (4) se hallaron aislamientos clinicos que pre-
sentan simultaneamente integrones clase 1 y clase
2, y (5) es oportuno destacar la presencia de un
integron de clase 2 en |a especie Citrobacter freundii.
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