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Resumen

Se estudiaron 153 aislamientos de enterobacterias en ocho hospitales de la ciudad de Bogota de 2002 a 2005 con
el fin de determinar la presencia de integrones clase 1y la relaciéon con su fenotipo de resistencia.

MATERIAL Y METODOS. Por reaccion en cadena de polimerasa, se detectaron los genes int/1, gacEA1 y sull. La region
variable de los integrones detectados se analiz6 mediante RFLP-PCR. La asociacion entre la presencia de integro-
nes clase 1 con resistencia a antibioticos de diferentes clases se realizd con el test de Fisher.

RESULTADOS. De los aislamientos estudiados, 79.9% present6 integrones clase 1. El andlisis por restriccién de
los amplificados (RFLP- PCR) de la regiéon variable de los integrones detectados mostré 16 arreglos de genes.
Los genes mas comunes fueron los que codifican resistencia a estreptomicina (79.4%), trimetoprim (34.3%) y
B-lactamicos (18.6%). Ademas, se reporta por vez primera en un nuevo arreglo genético de la regién variable. Se
encontré asociacion estadisticamente significativa entre la resistencia a estreptomicina y trimetoprim con presen-
cia de integrones clase 1.

CONCLUSIONES. Los integrones clase 1 son muy frecuentes en las enterobacterias de nuestro estudio, lo cual se
relaciona con la resistencia a estreptomicina y trimetoprim, mientras que la resistencia a otros antibiéticos en
nuestros aislamientos no se asocié a la presencia de estas estructuras.
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Abstract

One hundred and fifty three enterobacteria isolated from eight different hospitals in Bogota, Colombia, from 2002 to
2005, were studied in order to determine class 1 integrons presence and their relationship with isolates’ resistance
phenotype.

MATERIAL AND METHODS. Genes /nt/1, gacEA1, and su/1 were detected by polymerase chain reaction. Variable
region of integrons was analyzed by RFLP-PCR. Association between integrons presence and resistance to different
classes of antibiotics was done using Fisher test.

RESULTS. Seventy nine point nine percent of isolates studied showed class 1 integrons. Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP-PCR) of integrons variable regions revealed 16 different gene arrays. Genes most commonly
found were those codifying for streptomycin (79.4%), trimethoprim (34.3%) and B-lactams (18.6%) resistance.
Additionally, one new cassette array identified on the variable region of was reported for the first time in this study.
We found significant statistical association between streptomycin and trimethoprim resistance with presence of
class 1 integrons.

concLusions. Class 1 integrons are widespread in enterobacteria isolates studied, and their presence is associated
with streptomycin and trimethoprim resistance whereas other antibiotic resistance was not associated with these
structures.
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Infroduccidon

Las infecciones nosocomiales causadas por enterobacte-
rias resistentes a multiples clases de antibidticos son un
problema creciente y complejo en todo el mundo." Los
genes de resistencia se adquieren por transferencia de pla-
taformas genéticas, como transposones o pldsmidos. Esta
comprobado que algunos genes de resistencia movilizados
por plasmidos y transposones en bacilos gram-negativos se
ubican a su vez en estructuras genéticas conocidas como
integrones.?” Los integrones son elementos clave en el pro-
blema de la resistencia a antibiéticos debido a su capacidad
para capturar y expresar genes de resistencia. Su ubicacion
en plataformas plasmidicas permite su movilizaciéon entre
bacterias de la misma especie o de diferentes especies,
lo que contribuye a la diseminacién de genes de resisten-
cia.®® Los integrones clase 1 son los mas comunes en
aislamientos de origen clinico, y se han asociado a mul-
tirresistencia a antibidticos en ambiente hospitalario.'®'°
Estos integrones, ademés de la integrasa, presentan, en
su mayoria en la regién 3', los genes su/1 y gacEA1, que
codifican resistencia a sulfonamidas y compuestos de
amonio cuaternario, respectivamente.?® Corriente abajo de
la integrasa se localiza una regién variable en la que se in-
sertan genes de resistencia a multiples antibiéticos, como
B-lactdmicos, quinolonas y aminoglicésidos, entre otros.

Estudios anteriores han mostrado la participacion de
los integrones de clase 1 en la adquisicion y diseminacion de
la resistencia a antibiéticos entre bacilos gram-negativos. 71012
Sin embargo, en Colombia, a pesar de los altos indices de
resistencia a antibidticos detectados en enterobacterias,'
no se ha investigado el papel de los integrones clase 1 en
este fendmeno. El objetivo de este estudio fue establecer la
prevalencia de integrones clase 1 en aislamientos clinicos
de enterobacterias procedentes de varios hospitales de
Bogota, Colombia, y su relacion con la resistencia mostrada
por dichos aislamientos.

Material y métodos

Seidentificaron 153 aislamientos de enterobacterias en cada
hospital con los sistemas MicroScan® (Dade Behring, West
Sacramento, California) y API 20E (BioMérieux®). Las espe-
cies estudiadas de esta familia fueron Klebsiella pneumoni-
ae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Enterobacter cloacae
y Enterobacter aerogenes (cuadro 1). Estos aislamientos
fueron causantes de infeccién intrahospitalaria, acorde
con los criterios de los Centros de Control de Enferme-
dades de Estados Unidos (CDC),' y fueron productores de
B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), seguin la prueba
recomendada por el CLSI realizada por cada institucion.’ La
susceptibilidad antimicrobiana para 14 antibiticos de cuatro
clases se determiné por la técnica de difusiéon en agar.”® Se
considerd multirresistente al aislamiento resistente, por lo
menos a un antimicrobiano de tres o0 mas clases.'®

La deteccion de los genes int/1, qacEA1 y sull
se llevd a cabo mediante iniciadores 15/13,° QacEATF/
QacEA1B y Sul1F/ Sul1B," respectivamente. El ADN molde
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se obtuvo mediante lisis por ebullicién de colonias frescas
de cada aislamiento.'® La mezcla de reaccion para cada gen
contenia los respectivos iniciadores en concentracion 1uM:
deoxinucleoétidos trifosfato, 0.2 mM; cloruro de magnesio
(MgCl,), 1.5mM; y Tag DNA-polimerasa (Invitrogen®), 0.04
U/uL en buffer1X suministrado por Invitrogen®. La reaccion
de amplificacion de ADN se realizdé con termociclador iCycler®
(Bio-Rad) en las siguientes condiciones: desnaturalizacion
inicial durante cinco minutos a 95 °C; 30 ciclos de un minuto
a 95 °C, un minuto a 55 °C y un minuto a 72 °C, y un ciclo de
extension final de 10 minutos a 72 °C. En los aislamientos
portadores del gen /ntl1 se amplificé la regién variable
del integron con los iniciadores 5°CS y 3°CS,"" y en las
mismas condiciones de amplificacién anteriores, excepto
por la temperatura de hibridizacién, que fue de 63 °C. Los
amplificados se resolvieron en geles de agarosaa 1% a b
V/cm en buffer TBE 0.5 X, y se revelaron con 0.5 ug/mL de
bromuro de etidio. Con el marcador DNA 100pb ladder (In-
vitrogen®) se estimaron los tamafnos de los amplificados.

El anélisis del polimorfismo de los fragmentos de re-
striccién de los productos de PCR (RFLP-PCR) de las regiones
variables se realizd con las enzimas Alul y Hinfl (Gibco®).™
Las digestiones se analizaron en geles de agarosa a 1.5% a
6 V/cm en buffer TBE 0.5X, tefiidos con bromuro de etidio
(0.5 ug/mL). Se consideré que los amplimeros con igual per-
fil de restriccién, para las dos enzimas, portaban los mismos
genes en cassette. Se purificaron y secuenciaron productos
de PCR de laregién variable representativos de cada perfil de
restriccion en ambas cadenas por el método de terminacion
de cadena con un secuenciador ABI 3730xI (Applied Biosys-
tems®). Los amplimeros mayores a 2 Kb se insertaron en el
vector pCR® 2.1 TOPO® (Invitrogen®) y se secuenciaron
mediante primer con los iniciadores universales M13. Los
servicios de secuenciacién fueron de Macrogen (Macrogen,
Sell, Corea del Sur). Las secuencias se editaron con el pro-
grama Bioedit® 7.0.0 (Isis Pharmaceuticals) y se compara-
ron con secuencias de la base de datos Genbank mediante
la aplicacién BLAST (disponible en: http://blast.ncbi.nim.nih.
gov/Blast.cgi). Se asoci6 la presencia de integrones clase 1 a
la resistencia a los antibiéticos evaluados con el test exacto
de Fisher y el programa de analisis estadistico Minitab®
Statistical 14.1. Un valor p< 0.05 se consideré estadistica-
mente significativo.

Resultados

En el cuadro 1 se muestra el perfil de resistencia de los or-
ganismos en estudio. De los aislamientos seleccionados,
47.7% (n = 73) presentd resistencia a antibidticos de las
cuatro clases seleccionadas (B-lactdmicos, aminoglicsi-
dos, inhibidores de folato y quinolonas); 24.2% presenté
resistencia a B-lactdmicos, aminoglicésidos e inhibidores
de folato; 26.8%, a B-lactamicos, aminoglicésidos y qui-
nolonas; y 1.3%, a B-lactamicos, inhibidores de folato y
quinolonas. Todos los aislamientos fueron resistentes a
cefotaxima y susceptibles a imipenem.
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Cuadro 1
Asociacion entre resistencia a antibidticos y presencia integrones de clase 1
% resistencia total | % resistencia con 12| % resistencia sin1®
Antibidtico (nimero (ndmero (numero Valor p°
de aislamientos) de aislamientos) de aislamientos)
B-lactédmicos
Aztreonam 94.8 (145) 93.4(113) 100.0 (32) 0.205
Cefepime 49.0 (75) 47.9 (58) 53.1(17) 0.692
Cefoxitina 17.0 (26) 19.0 (23) 9.4 (3) 0.290
Ceftazidima 82.4(126) 82.6 (100) 81.3 (26) 0.799
Ceftriazona 99.3 (152) 99.2 (120) 100.0 (32) 1.000
Piperacilina 75.2(115) 72.7 (88) 84.4 (27) 0.249
Aminoglicésidos
Amikacina 83.7 (128) 81.8(99) 90.6 (29) 0.291
Gentamicina 44 4 (68) 44.6 (54) 43.8 (14) 1.000
Estreptomicina 88.2 (135) 91.7 (111) 75.0 (24) 0.025
Quinolonas
Acido nalidixico 62.7 (96) 60.3 (73) 71.9(23) 0.304
Ciprofloxacina 23.5(36) 24.0(29) 21.9(7) 1.000
Inhibidores
de folato
Trimetoprim- 64.7 (99) 72.7 (88) 34.4(11) 0.000
sulfametoxazol

aTotal de aislamientos con: 121. PTotal de aislamientos sin: 32. Valores significativos en negritas.

Cuadro 2
Aislamientos de enterobacterias con los genes infl1, qacEAl y sull
Especies intl1+ qacEA1+ sul1+
E. aerogenes 502 (1/2)° 0(0/1) 0(0/1)
E. cloacae 100 (10/10) 60 (6/10) 50 (5/10)
E. coli 87 (20/23) 100 (20/20) 95 (19/20)
K. oxytoca 63 (10/16) 90 (9/10) 80 (8/10)
K.pneumoniae 78 (80/102) 94 (75/80) 85 (68/80)
Total 79.12(121/163)° 91 (110/121) 83 (100/121)

a Porcentaje de aislamientos. P Cantidad de aislamientos/total.
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Cuadro 3
Perfiles de integrones y genes en cassette presentes en enterobacterias multirresistentes

PREVALENCIA DE INTEGRONES CLASE 1 EN ENTEROBACTERIAS

Tipo de 3 Numero de aislamientos resitentes
integron/| NUmero de | Genes Total al antibiético?
tamano especies por en de
rfil a i i
(pb) pe cassette®  laislamientos| o\ az|FEP|FOX|AZT| PIP IGENIAMK S [CIP [NAL|TSX
I/700 pb |4 K. pneumoniae | No identificado 4 4 3 4 0 4 3 1 3 2 0 1 3
[1/900 pb 1 E. cloacae- aac(6’)lae 2 2 1 0 1 2 1 0 1 2 0 2 2
1E. coli
[11/1000 pb | 2E. coli-1K. aadATl 20 20 {19 | 12| 5 |20 |18 | 7 17 | 20 | 9 11 12
oxytoca- 17 K.
pneumoniae
IV'// 1600 pb |1 E. cloacae- 3 E. drfAT-aadA7 10 10 9 5 3 7 8 8 9 10 4 5 10
coli- 2 K. oxytoca-
4 K. pneumoniae
V /1600 pb |1 E. cloacae-5 K. | aac(6°)lq-aadAT 6 6 4 2 1 5 3 4 4 6 0 4 4
pneumoniae
VI/1600 pb | 1E. coli-2K. dfrA17-aadA5 3 3 3 3 0 3 3 1 0 3 2 2 3
pneumoniae
VII /2000 pb | 3E. coli-1K. estX-aadA16 4 4 4 2 1 4 1 3 1 4 3 4 4
oxytoca
VIII /2000 pb | 2 E. coli-2 K. \dfrA12-orfFraadA2 17 17 113 | 11 2 1613 | 6 13 | 16 5 9 17
oxytoca- 13 K.
pneumoniae
IX'/2200 pb |1 E. cloacae- 1 K. | pseu blalMP13- 2 2 2 1 1 2 2 2 2 2 0 0 2
pneumoniae dfrfA7-bla .,
X /2200 pb 2 E. coli bla . aadAl 2 2 1 1 0 1 1 2 2 2 0 2 0
XI'/ 3700 pb |1 E. cloacae- 1 E. aacA7-aadB- 15 15 | 12 3 1 15 | 11 5 4 | N 2 10 10
coli- 1 K. oxytoca-|| aadAd4-orf105-
12 K. pneumoniae bla,,,,-orfD
XI/ 8 K. pneumoniae | No identificado 8 8 7 4 1 8 8 0 8 8 1 4 3
1500-700 pb
XII'/1500- §4 K. pneumoniae aadAT 4 4 4 2 0 4 4 4 4 4 0 4 3
1000 pb
XIV / 1500- 2 E. coli dfrA12-orfF 2 1 2 0 0 2 1 0 2 2 0 1 2
1100 pb
XV /1500- 1 K. oxytoca dfrB3 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 0 0 1
600pb
XVI/1500- 1E. coli-1K No identificado 2 2 2 0 1 2 1 0 2 2 0 1 2
800 pb pneumoniae
102 101|187 | 50 |17 |96 | 79 | 44 | 83 | 95 | 26 | 60 | 74
(99.0)((85.3)((49.0)((16.7)(94.1){77.5)(43.1)|(81.4)|(93.1)[(25.5)|(58.8)|(72.5

aEl orden de los genes en cassette se lee de 5°a 3" de la regién variable del integron. PEntre paréntesis, porcentaje
de aislamientos resistentes a cada antibidtico. Abreviaturas: CRO, ceftriaxona; CAZ, ceftazidima; CTX, cefo-
taxima; FOX, cefoxitina; FEP, cefepime; AZT, aztreonam; PIP, piperacilina; IMP, imipenem; AMK, amikacina; GEN,
gentamicina; S, estreptomicina; TSX, trimetoprim/sulfametoxazol; CIP, ciprofloxacina; NAL, acido nalidixico.
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De los 153 aislamientos seleccionados, 121 (79.1%) fueron
positivos para el gen /int/1. Entre los 121 aislamientos con
el genint/1, 110 (91%) fueron positivos para el gen gacEAT,
y 100 (83%), para el gen su/1 (cuadro 2). De los 121 ais-
lamientos con integrones de clase 1, en 102 (84.3%) se
obtuvieron amplificados para la region variable. Los resulta-
dos de RFLP para estos amplimeros mostraron 16 perfiles
de restriccion. El andlisis de secuencias de cada perfil
revel6 la presencia de genes de resistencia a B-lactdmicos,
aminoglicésidos y trimetoprim (cuadro 3). Respecto de los
genes de resistencia a aminoglicésidos, se encontrd que en
79.4% (n = 81/102) de las regiones variables estudiadas se
hallaron los genes aad (-A1, -A2, -A4 -Ab5, -A16); en 22.5%
(n = 23/102), los genes aac (aac(6 ")lae, aac(6’)lqg, aacA7),y
también se encontroé el genaadB en una region variable pre-
sente en 15 aislamientos (14.7%). Otros genes encontrados
fueron los codificantes de dihidrofolato reductasas que impo-
sibilitan la actividad del trimetoprim, en 34.3% (n = 35/102) de
las regiones variables estudiadas. En 18.6% (n = 19/102) de
estas regiones se identificaron los genes bla,, y blag,,.
Del mismo modo, se hallé el gen estX en cuatro regiones
variables. En particular, el gen dfrB3 se encontré en un ais-
lamiento de K. oxytoca, el cual no se habia detectado antes
en esta especie (GenBank, nimero de acceso GQ150744).
Ademads, se encontrd un arreglo novedoso de seis genes
en la region variable de un aislamiento de K. pneumoniae
(aacA7-aadB-aadA4- orf105-bla ,-orfD) (GenBank, nimero
de acceso GQ466184) (cuadro 3), dentro de los cuales se
encontré un marco abierto de lectura que codifica para 105
aminoacidos y cuya funcion se desconoce.

La asociacién de integrones de la clase 1 a la resist-
encia a los antibidticos evaluados en este estudio mostré
que la resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol (p < 0.0001)
y a estreptomicina (p< 0.025) se relaciona con integrones
clase 1, mientras que para los antibiéticos B-lactdmicos,
quinolonas y aminoglicésidos evaluados (amikacina y gen-
tamicina) no se encontré esta relacion (cuadro 1).

Discusion

En el presente estudio, 79% de las enterobacterias seleccio-
nadas presentd integrones de clase 1, cifra alta comparada
con las reportadas en Europa en bacterias gram-negativas
(43%),"° en el oriente de Asia (59.9%) * y en Australia (49%),?'
pero menor que en Sudéfrica.?? Este resultado puede reflejar
las diferentes presiones selectivas por antibidticos en nuestra
region y las altas tasas de diseminacién de estas estructu-
ras entre géneros y especies bacterianas, facilitada por su
localizacion en plasmidos y/o transposones. La presencia de
genes codificantes de resistencia a diferentes antibiéticos en
la region variable del integrén o en otra localizacién dentro del
plasmido mismo facilitaria, por fendémenos de coseleccion,
que estos integrones se diseminen y permanezcan en las
enterobacterias de origen hospitalario.??

Se identificaron 11 tipos de integrones (del | al XI) con
un solo producto de reamplificacién de la regiéon variable, y
cinco (del Xl al XVI) con dos amplificados de diferente tama-
Ao (cuadro 3). En los aislamientos que presentan integrones
del I al XI puede asumirse que estos aislamientos sblo po-

seen un tipo de integrén o que no hubo amplificacion de re-
giones variables de otros integrones, quiza debido a la falta
o variacién de la secuencia conservada 3''%?' 0 a regiones
variables de gran tamafo®® que no pudieron amplificarse
en las condiciones experimentales empleadas.

La amplificacién de més de un fragmento de la
region variable sugiere la presencia de regiones variables
estructuralmente complejas o la presencia en estos
aislamientos de dos integrones con regiones variables
de diferente tamafo. Las secuencias de las bandas de
menor peso molecular mostraron genes caracteristicos
de integrones clase 1. No pudo establecerse la identidad
de la banda de mayor peso molecular porque la reampli-
ficacién de este fragmento generd varios productos de
menor tamafo molecular y, en todos los casos, a uno de
los productos reamplificados con un tamano similar al de
la banda de menor peso molecular inicial (resultados no
mostrados). Esta inespecificidad de la reamplificacion de la
banda mayor puede deberse a la existencia de secuencias
internas en este fragmento de ADN que hibridizan con los
iniciadores usados para amplificar la regién variable o por
la existencia de dos regiones conservadas 3' consecutivas
en un mismo integrén. '

Entre los integrones detectados se observd que los mas
frecuentes fueron los tipos IlI, IV, VIl y XI, correspondientes a
los tamanos de 1000, 1600, 2000 y 3700 pb, respectivamente.
Estos integrones se observaron en las especies estudiadas
(cuadro 3), y algunos se detectaron en aislamientos recolecta-
dos en diferentes periodos y hospitales. Estos hallazgos
pueden ser resultado de la diseminacién entre especies
de un limitado numero de pldsmidos o transposones que
contienen un mismo integrén,’®% més que por evolucién
independiente de dichos elementos.'*?" En la actualidad
se adelantan otros estudios por cuenta de nuestro grupo
para evaluar la localizacién de integrones en plasmidos con-
jugativos. En contraste, los integrones de los tipos I, Xl 'y XllI
aparecieron sélo en aislamientos de K. pneumoniae; los tipos
Xy XIV. enE. coli, y el tipo XV, en K. oxytoca, lo que sugiere que
se trata de integrones especificos de especie.>®

De manera particular, se identifico en el integréon tipo XI
el arreglo de genes aacA7-aadB-aadA4-orf105-bla,,, -orfD, 1o
cual muestra la habilidad de los integrones para capturar y re-
organizar genes de resistencia y formar asf nuevos arreglos.”
Asimismo, el gen dfrB3 se identificé en K. oxytoca, el cual
sélo se habia sido reportado en £. coli (GenBank, niumero
de acceso AY123252), lo que corrobora la transmision de
estos genes entre especies diferentes.

Los resultados de asociacién de la resistencia con
la deteccion de integrones clase 1 sélo mostraron rela-
cion entre la resistencia a estreptomicina y a trimetoprim/
sulfametoxazol con la presencia de estas estructuras. Este
resultado es coherente con la identificacién de los genes en
cassette aad (79.4%) y dfr (34.3%) en los integrones estudia-
dos ademés de la presencia del gen su/1 (83%), el cual se ha
asociado a estos integrones."®821 E| hallazgo de estos genes
en cassette puede deberse a que son coseleccionados por
la asociacion que tienen con otros genes de resistencia,”'? o
porque se seleccionan con la continua presion selectiva anti-
bidtica, como sucede con trimetoprim/sulfametoxazol.??2*

Aunque en algunos aislamientos se detectaron los
genes aac y aadB en el integréon, no se encontré asociaciéon
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con la resistencia a amikacina y a gentamicina, respecti-
vamente. Algunos factores que influyen en la regulacion
de la expresion de los genes en cassette, como fuerza del
promotor, nimero de copias del gen, presencia de promo-
tores internos adicionales y/o estructura del sitio attC que
precede al gen en cassette,?'%?® provocan que no haya re-
lacién entre la informacién genotipica y las caracteristicas
fenotipicas de los aislamientos.

De forma similar se identificaron los genes bla,, en
los integrones estudiados, pero no se encontré asociacion
estadistica entre la presencia de integrones y la resistencia
a antibiéticos B-lactdmicos. Este evento puede darse porque
los genes que producen enzimas BLEE en los aislamientos
estudiados (como SHV, TEM y CTX-M)™ pueden no estar en
la misma plataforma genética que soporta al integrén.'#
Aunque en otros estudios se ha encontrado asociacion entre
integrones clase 1 y resistencia a cefalosporinas de 32 y 42
generacién, monobactamicos, y también a aminoglicésidos
y quinolonas,'®122021 en nuestro estudio estas relaciones no
fueron estadisticamente significativas. Nuestros resultados
contradicen la evidencia encontrada en otros estudios donde
la resistencia a multiples antibiéticos, mostrada por microor-
ganismos como Sa/monella sp., esta mediada en gran parte
por los integrones.®'™ Asi mismo, las investigaciones de mul-
tirresistencia en otros patégenos nosocomiales, como Pseu-
domonas sp., indican que este fendbmeno es consecuencia de
otros mecanismos de resistencia (como sobreexpresion de
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