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FRECUENCIA Y CARACTERIZACION DE INTEGRONES

EN AISLADOS CLINICOS Y ALIMENTARIOS DE ESCHERICHIA
coLl. LA RELACION ENTRE LOS INTEGRONES Y LA
MULTIRRESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

LAURA VINUE:, ELENA RUIZ?,

INES OLARTE?, SERGIO SOMALO,

BEATRIZ ROJO-BEZARES?, FERNANDA RUIZ-LARREA!,
MYRIAM ZARAZAGA!, YOLANDA SAENZ?,

CARMEN TORRES"*

RESUMEN

La resistencia bacteriana a los antibioticos es un problema importante en
el ambito biomédico y veterinario. Los integrones son estructuras genéticas in-
volucradas en la adquisicion y posterior diseminacion de genes de resisten-
cia a los antibidticos. Se ha estudiado la prevalencia de integrones en 229
aislados clinicos y alimentarios de Escherichia coli. Se ha detectado su pre-
sencia en el 34,5% y 45,3% de los E. coli clinicos y alimentarios, respectiva-
mente, siendo los mas frecuentes los integrones de clase 1. Se ha identificado
una gran diversidad de combinaciones de casetes génicos en dichos integro-
nes, encontrandose distintas variantes de genes de resistencia a estreptomicina,
trimetoprim, sulfamidas, cloranfenicol, beta-lactamicos, macrdélidos o estrep-
totricina. El 89% de los aislados de E. coli portadores de integrones presenta-
ron un fenotipo de multirresistencia, incluyendo al menos 3 o més familias
diferentes de antibiéticos. Los integrones son elementos importantes en la evo-
lucion de la resistencia a los antibioticos en el mundo bacteriano y son es-
tructuras muy frecuentes en E. coli tanto de origen clinico como alimentario.

Palabras clave: integrén, resistencia a antibidticos, Escherichia coli.

Antibiotic resistance is an important problem both in medicine as well as in
veterinary. Integrons are genetic structures involved in the acquisition and later
dissemination of antibiotic resistance genes. The prevalence of integrons has

E-mail: carmen.torres@unirioja.es.

Area de Bioquimica y Biologia Molecular, Universidad de La Rioja, Logrofio, Espafia.

Laboratorio de Microbiologia, Hospital San Pedro, Logrofio, Espafia.

Area de Microbiologia Molecular, Centro de Investigacion Biomédica de La Rioja (CIBIR), Logrofio,
Espafia.
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been analysed in a collection of 229 Escherichia coli isolates of clinical and food
origins. Its presence has been evidenced in 34.5% and 45.3% of clinical and
food isolates, respectively, being class 1 integrons the most frequently detected. A
wide diversity of gene cassette combinations have been demonstrated among the
integrons, identifying different variants of resistance genes for streptomycin,
trimethoprim, sulfamides, cloramphenicol, beta-lactams, macrolides or
estreptotricin. A multiresistance phenotype (including three or more antibiotic
families) was detected in 89% of integron-positive isolates. Integrons are
important genetic elements in the evolution of antibiotic resistance and these
structures are very frequently detected among E. coli of clinical and food origins.

Key words: integron, resistance to antibiotics, Escherichia coli.

1. INTRODUCCION

La resistencia bacteriana a los antibidticos es un problema global que no
sélo se ha extendido en ambientes muy selectivos, sobre todo entre las bac-
terias patdgenas del entorno hospitalario, sino también en la comunidad, a
lo largo de la cadena alimentaria o en el medioambiente, con consecuencias
importantes para la salud publica. La capacidad de las bacterias para captar
y expresar material genético, transmitido no sélo de las bacterias progenito-
ras a su descendencia (transmision vertical) sino también de fuentes exter-
nas (transferencia lateral u horizontal), ha contribuido a la rapida emergencia
y diseminacion de bacterias multirresistentes en los distintos nichos ecoldgi-
cos. Los plasmidos y transposones son los elementos genéticos moviles que
permiten el intercambio de genes de resistencia a multiples antibioticos, en-
tre especies incluso poco relacionadas, representando el medio mas comun
para adquirir determinantes de resistencia a antibiéticos. Otra pieza impor-
tante de captacion de material genético son los integrones, cuyo papel en la
evolucién de las bacterias multirresistentes se descubrié hace menos de tres
décadas (Stokes and Hall, 1989).

Los integrones son elementos genéticos capaces de adquirir y expresar
el material genético que forma parte de los denominados casetes génicos. La
definicién de integrén esta basada en su plataforma funcional o regién con-
servada 5’ (5°CS), compuesta por tres elementos claves (figura 1): el gen que
codifica la integrasa Intl; un sitio de recombinacion sitio-especifico, deno-
minado attl; y la regién de los promotores, Pc, para la expresiéon de los ca-
setes génicos (Cambray et al., 2010; Hall and Collis, 1995; Mazel, 2006; Stalder
et al., 2012). Los casetes génicos, a su vez, estan formados por una pauta de
lectura abierta (ORF) o gen, normalmente carente de promotor, y por una re-
gién attC que es reconocida por la integrasa (figura 1) (Cambray et al., 2010;
Partridge et al., 2009). La integrasa Intl es una recombinasa sitio-especifica ca-
paz de catalizar la integracion y escision de los casetes génicos (figura 2), pu-
diendo darse dos tipos de recombinacion: 1) entre los sitios attl y attC,
resultando en la insercion de un casete génico en la region attl y 2) entre dos
sitios attC, permitiendo la escision del casete génico (Mazel, 2006; Larouche
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GC1

attC1

Figura 1. Estructura general de un integrén y un casete génico (GC). intl1, gen codificante de
la integrasa Intl1; attl1, sitio de recombinacion sitio especifica del integron y Pc, region de pro-
motores para la expresion de los casetes génicos que se integren en forma lineal dentro de la
estructura del integron. Los GC son genes circularizados, normalmente carentes de promotor,
con un sitio de recombinacion attC. (Adaptacion de Stalder et al., 2012).

GC3

GC1

Pc arcl

Figura 2. Mecanismo de recombinacion de los casetes génicos. La integrasa Intl1 cataliza la in-
sercion (A) y escision (B) de los casetes génicos (GC) en el integron. (Stalder et al., 2012).
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and Roy, 2011). La consecuencia de este sistema es que el altimo gen inte-
grado estd méas préximo al promotor Pc, permitiendo su méximo nivel de ex-
presion en el integrén (Cambray et al., 2010).

Se han descrito dos grupos principales de tipos de integrones: los inte-
grones cromosomicos o superintegrones (Sls) y los integrones méviles de re-
sistencia (IMRs) (Fluit and Schmitz, 2004). Los Sls estan localizados en el
cromosoma de cientos de especies bacterianas (principalmente de los gru-
pos Vibrionaceae, Xanthomonadaceae o Pseudomonadaceae) y pueden
portar hasta 200 casetes génicos que codifican proteinas con funciones des-
conocidas (Cambray et al., 2010). Los IMRs no son elementos transponibles
por si solos, pero se localizan en elementos genéticos méviles, como plas-
midos o transposones, que permiten su diseminacion. Los IMRs contienen un
namero limitado de casetes génicos (menos de 10), que normalmente codi-
fican genes de resistencia a antibiéticos (Mazel, 2006; Partridge et al., 2009;
Cambray et al., 2010). Atendiendo a la secuencia aminoacidica de la integrasa,
se han descrito cinco clases de IMRs, siendo las clases 1, 2 y 3 las mas co-
munmente detectadas (Cambray et al., 2010; Stalder et al., 2012).

Los integrones de clase 1 clasicos presentan una regién conservada 3’
(3'CS) compuesta por los genes gacEAl y sull que confieren resistencia a
compuestos de amonio cuaternario y a sulfamidas, respectivamente. Sin em-
bargo, se han descrito integrones que carecen de esta region 3'CS (Betteridge
et al., 2011; Partridge et al., 2009; Saenz et al., 2010). Se han descrito diferentes
promotores en los integrones de clase 1 que afectan a la expresion de los ca-
setes génicos que contienen (Vinué et al., 2011). Los integrones de clase 1
son los més frecuentemente descritos, siendo detectados entre el 22% y el 59%
de las bacterias Gram-negativas de importancia clinica (Labbate et al., 2009)
y en cuya estructura se ha observado una gran variabilidad de combinacio-
nes de casetes génicos (Partridge et al., 2009). Por otra parte, en la mayoria
de los integrones de clase 2 que estan embebidos en transposones de la fa-
milia Tn7, el gen intl2 esta interrumpido por un codén de parada, resultando
en una proteina truncada no funcional. Este hecho da lugar a una composi-
cidbn muy conservada de casetes génicos formada principalmente por los ge-
nes: dfrAl (resistencia a trimetoprim), sat2 (resistencia a estreptotricina) y
aadAl (resistencia a estreptomicina y espectinomicina) (Cambray et al., 2010;
Partridge et al., 2009; Stadler et al., 2012). En el caso de los integrones de clase
3, son muy pocas las composiciones génicas detectadas y, aunque su papel
en la resistencia antibi6tica en clinica es menos importante que el de los in-
tegrones de clase 1y 2, su relevancia en los ecosistemas medioambientales
puede ser muy significativa (Stalder et al., 2012).

Los IMRs estan implicados en la diseminacion de genes de resistencia a
antibidticos asociados a elementos genéticos moviles y transferidos entre bac-
terias principalmente de importancia clinica, pero también de origen animal,
alimentario o medioambiental. Por ello, el objetivo de este trabajo fue la de-
teccion y caracterizacion de integrones en aislados clinicos y alimentarios de
Escherichia coli recogidos en la Comunidad de La Rioja, para determinar su
frecuencia e importancia en la diseminacién de la resistencia a antibiéticos.
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2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Aislados bacterianos incluidos en este estudio

2.1.1. Aislados clinicos de E. coli

Se recogieron un total de 165 aislados de E. coli, a razén de 15 aislados
al mes, desde febrero a diciembre de 2007, procedentes de diferentes pacien-
tes con infecciones urinarias ingresados en el Hospital San Pedro de Logrofio.

2.1.2. Aislados de E. coli de origen alimentario

Se incluyeron 64 aislados de E. coli recogidos a partir de muestras de ali-
mentos crudos derivados de pollo (hamburguesa, salchicha, picadillo) y de
distintas partes de la anatomia del pollo y del pavo (piel de muslo o cuello,
pechuga, carcasa), adquiridas en distintos establecimientos de Logrofio en los
que la venta de productos de polleria o carniceria y charcuteria se realiza-
ban en el mismo lugar. El procesamiento de las muestras consistié en resus-
pender aproximadamente 0,3 g del alimento en 3 ml de solucion salina y
sembrar una alicuota de esa suspension en placas de agar Levine (suple-
mentadas 0 no con antibiotico). Tras incubar a 37°C durante 24h, se aislé una
colonia por muestra con morfologia sospechosa de E. coli y se identific6 me-
diante pruebas biogquimicas.

Las muestras alimentarias se recogieron en dos periodos de tiempo: a)
1e periodo: 35 cepas de E. coli aisladas durante los afios 1997-1998 a partir
de 35 muestras de alimentos sembrados en placas no suplementadas con an-
tibidtico; b) 2° periodo: 29 cepas de E. coli aisladas durante los afios 2007-
2008 a partir de 29 muestras de alimentos, 15 de las 29 cepas se aislaron en
placas de agar Levine suplementadas con cefotaxima (CTX, 2 ug/ml).

2.2. Fenotipo de resistencia a antibiéticos

En todos los aislados se estudié la sensibilidad a 16 agentes antimicro-
bianos: ampicilina, amoxicilina-4cido clavulanico, cefoxitina, cefotaxima,
ceftazidima, aztreonam, imipenem, acido nalidixico, ciprofloxacino, genta-
micina, kanamicina, estreptomicina, tetraciclina, sulfamidas, trimetoprim-sul-
fametoxazol y cloranfenicol mediante el método de difusién en disco o
antibiograma, siguiendo las recomendaciones y los puntos de corte pro-
puestos por el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007). En los
aislados procedentes de alimentos se estudio el fenotipo de resistencia a tres
antibidticos adicionales: amikacina, tobramicina y fosfomicina (CLSI, 2007).

2.3. Deteccion y caracterizacion de integrones

En los 229 aislados que forman parte de este estudio, se utilizo la téc-
nica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para detectar la pre-
sencia de los genes intl1, intl2 e intl3, codificantes de las integrasas de clase
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1, 2y 3, asi como la region 3'CS (qacEAl + sull) en los integrones de clase
1. La region variable de integrones de clase 1 y de clase 2 se caracterizo por
PCR y posterior secuenciacion. En la tabla 1 se muestran los cebadores y las
temperaturas de hibridacion de los mismos, empleados para las distintas PCRs.
Se utiliz6 una estrategia de “PCR primer-walking” para determinar la com-
posicién de casetes génicos contenidos en la region variable de integrones
carentes de la region 3'CS (Séenz et al., 2010).

TABLA 1.
Cebadores empleados para la deteccion y caracterizacion de integrones

o (LT Temperaturade| Tamafio del :
Cebador | Secuencia (5-3') hibridacién (°C)| amplicén (pb) Referencia
intl1-F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG 62 483 Mazel et al., 2000
intl1-R ACATGCGTGTAAATCATCGTC
intl2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT 62 788 Mazel et al., 2000
intl2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG
intl3-F GCCTCCGGCAGCGACTTTCAG 62 979 Mazel et al., 2000
intl3-R ACGGATCTGCCAAACCTGACT
gacEAL-F | GGCTGGCTTTTTCTTGTTATCG 62 1.126 Mazel et al., 2000
Sull-R GCGAGGGTTTCCGAGAAGGTG
rv.intll-F | GGCATCCAAGCAGCAAG 55 variable Lévesque and Roy, 1993
rv.intll-R | AAGCAGACTTGACCTGA
rv.intl2F | CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATT 60 variable White et al., 2001
rv.intl2-R | GATGCCATCGCAAGTACGAG
CmlA-F TGTCATTTACGGCATACTCG 55 455 Séenz et al., 2004
CmIA-R | ATCAGGCATCCCATTCCCAT
Sul3-F GAGCAAGATTTTTGGAATCG 51 792 Perreten and Boerlin, 2003
Sul3-R CATCTGCAGCTAACCTAGGGCTTTGGA
AadA-F GCAGCGCAATGACATTCTTG 60 282 Madsen et al., 2000
AadA-R | ATCCTTCGGCGCGATTTTG
EreA-F GGAGAACGACCAGAACACTT 60 882 Este trabajo
EreA-R | CCCATGGGAACAGCCGTA
QacH-F | TGAAGAACTGGCTCTTTCTGG 55 324 Este trabajo
QacH-R | CGCTGACCTTGGATAGCAG
MefB-F ATGAACAGAATAAAAAATTG 55 1.129 Liu et al., 2009
MefB-R AAATTATCATCAACCCGGTC
1S26Urev | TCACTCCACGATTTACCGCT 55 2.235 Este trabajo

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Deteccidn y caracterizacion de integrones en los aislados clinicos
y alimentarios de E. coli.

El porcentaje de deteccion de integrones entre los aislados clinicos fue de
un 34,5% (57 aislados de 165 totales), y entre los aislados alimentarios fue de
un 45,3% (29 de 64 aislados), observandose una frecuencia de un 40% y de un
51,7% en el primer y segundo periodo de estudio de las muestras alimentarias,
respectivamente. El gen de la integrasa de clase 1 (intl1) fue detectado en 67
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aislados (30,3% de muestras clinicas, y 20% y 34,5% de alimentos del 1* perio-
do y del 2° periodo, respectivamente); el de la integrasa de clase 2 (intl2) en
13 aislados (3; 11,4 y 13,8% , respectivamente) y los dos genes intl1 e intl2 en
los restantes 6 aislados (1,2; 8,6 y 3,4% , respectivamente) (tabla 2). El integron
de clase 1 fue el mas frecuente entre los E. coli de origen clinico y alimenta-
rio, mientras que en ninguno de los 229 aislados estudiados se detectd la pre-
sencia del gen codificante de la integrasa de clase 3 (intl3), observaciones que
se habfan descrito previamente en multiples trabajos realizados con E. coli de
origen humano, animal y alimentario (Cocchi et al., 2007; Soufi et al., 2009; Stal-
der et al., 2012; Trobos et al., 2008; Vinué et al., 2008; Vinué et al., 2010).

TABLA 2.

Prevalencia de los genes codificantes de integrasas de clase 1y clase 2
en los aislados de E. coli de origen clinico y alimentario

Numero de aislados de origen (%)
& Clinico Alimentario Alimentario N° total de
1° periodo 2° periodo aislados (%)
n=165 n=35 n=29 n=229
intll 50 (30,3) 7 (20,0) 10 (34,5) 67 (29,2)
intl2 5 (3,0) 4 (11,4) 4 (13,8) 13 (5,7)
intl1+intl2 2(1,2) 3(8,6) 1(34) 6 (2,6)
57 (34,5) 14 (40,0) 15 (51,7) 86 (37,5)

3.1.1. Integrones de clase 1

Se detectaron integrones de clase 1 clasicos portadores de ambas re-
giones 5’'CS y 3'CS (figura 3A) en 47 de los 73 aislados intl1-positivos (32 de
clinica y 15 de alimentos). Se observaron 7 combinaciones de casetes géni-
cos que fueron las siguientes (nimero de aislados clinicos / alimentarios):
aadA (11 /6), dfrAl + aadAl (8 / 7), dfrAl7 + aadA5 (6 / 1), dfrA12 + orfF
+aadA2 (3/0), dfrA7 (2 / 0) y dfrA16 + aadA2 (1 / 1) (tabla 3). No fue po-
sible detectar la composicion de casetes génicos en el aislado restante por-
tador de esta estructura clasica de integron de clase 1.

Los 26 aislados intl1-positivos restantes (35,6%, 20 de clinica y 6 de ali-
mentos) no presentaban la clésica estructura del integron de clase 1, habiendo
perdido su region 3'CS (figura 3B). Los casetes génicos localizados en la region
variable de estos integrones se estudiaron en profundidad mediante la estra-
tegia “PCR primer-walking” y las 11 estructuras diferentes detectadas fueron las
siguientes (ndmero de aislados clinicos / alimentarios): dfrA17 + aadA5 (2 /
0), dfrA16 + aadA2 (0 / 2), dfrA5 +ereA2 (1 / 0), dfrAl + aadAl (1 / 0), blagya-
1 +aadAl (1/0),dfrA7 (1/0), dfrAl4 (4 / 0), dfrA5 (1 / 0); estX + psp + aadA2
+ cmlAl + aadAl+ 15440+ gacH + sul3 (0 / 4) (figura 3C); dfrA12 + orfF +
aadA2 + cmlAl + aadAl + 1S440+ gacH + sul3 + mef(B)A + 1S26 (3 / 0) (fi-
gura 3C); dfrA12 + orfF + aadA2 + cmlAl + aadAl + gacH (2 / 0) (figura 3D).
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A) Estructura clasica de los integrones de clase 1

C) Estructura de los integrones de clase 1 que han sustituido la region clasica 3'CS por una aso-
ciada a sul3.

D) Estructura de integron de clase 1 en el que la region que sustituye a 3'CS esta formada solo
por el gen gacH.

Il e ey
4

Figura 3. Estructuras esquematizadas de los integrones de clase 1 detectados en las cepas de E. coli.

En los 4 aislados restantes no se pudo determinar la composicion de su region
variable porque todas las PCRs realizadas fueron negativas (tabla 3).

Mas de la mitad de los integrones de clase 1 detectados presentaban una
estructura clasica, sin embargo resulta relevante el importante porcentaje de
integrones carentes de la region 3'CS (35.6%), tanto en los aislados E. coli de
muestras clinicas como de alimentos (38,5% y 28,6%, respectivamente). Este
fendmeno se ha descrito previamente en E. coli aislados de distintos orige-
nes (Cocchi et al., 2007; Partridge et al., 2009; Sdenz et al., 2010; Soufi et al.,
2009; Sunde, 2005; Vinué et al., 2008; Vinué et al., 2010). El fragmento gackE 1-
sull de la region 3'CS se sustituy6 por la composicion gacH-15440-sul3 en
7 integrones, destacando que la estructura estX + psp + aadA2 + cmlAl +
aadAl + gacH + 1S440 + sul3 s6lo se detectd entre los aislados alimentarios
y la dfrA12 + orfF + aadA2 + cmIAl + aadAl + gacH + 1S440 + sul3 sélo en-
tre los aislados clinicos. Todas las secuencias de este tipo de estructuras que
actualmente hay registradas en GenBank se han encontrado en cepas de
E. coli, Salmonella o Klebsiella pneumoniae de distintos origenes (Antunes et
al., 2007; Chang et al., 2009; S&enz et al., 2010; Soufi et al., 2009; Sunde, 2005),
lo que apunta a la posible existencia de una estructura ancestral com(n en
la que las organizaciones génicas que la componen se recombinan.
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TABLA 3.

Casetes génicos detectados en los integrones de clase 1 y de clase 2
de los aislados clinicos y de origen alimentario

Aislados Aislados
Clase de integron Casetes génicos detectados clinicos | alimentarios
(n=57) (n=29)

Clase 1 clésicos aadA 11* 6*
dfrA7

dfrAL + aadAl

dfrAL7 + aadA5
dfrAL6 + aadA2
dfrA12 + orfF + aadA2
Desconocido

Clase 1 carente de 3'CS | dfrAS

dfrA7

dfrAL4

dfrAL + aadAl

dfrAL7 + aadA5

dfrA16 + aadA2

blaOXA_l +aadAl

dfrAS + ereA2

dfrA12 + orfF + aadA2 + cmlAL + aadAl + gacH

dfrA12 + orfF + aadA2 + cmIAL + aadAl + gacH + 15440 + sul3 + mef(B)A + 1526
estX + psp + aadA2 + cmlAL + aadAL + gacH + 15440 + sul3
Desconocido

Clase 2 dfrAL +sat + aadAL 6t 8t
estX +sat2 + aadAl 0 %
sat +aadAl 1 %

= w = o oo N
—

O WM O e

*Alguna de las cepas presentaba a la vez integrones de clase 1y clase 2.

La frecuencia de integrones de clase 1 puede estar subestimada en la li-
teratura, porque la mayoria de los estudios de integrones descritos se reali-
zan empleando la PCR y cebadores especificos disefiados en las regiones 5'CS
y 3'CS. Segun nuestros resultados, el alto porcentaje de integrones carentes
de la region 3'CS se perderian porque no se obtendria un amplicon de PCR.
Por ello, se pueden considerar como marcadores predictivos de integrones
no clasicos la ausencia de gacEAl+sull, y la amplificacion de genes como
sul3, gacH o cmlA. Ademas la region 3'CS puede delecionarse o truncarse por
la accion de secuencias de insercién (1526, IS1, 1S6100) o por la presencia
de genes asociados a transposones como los del Tn402 (Partridge et al., 2009;
Toleman et al., 2007).

El alto porcentaje de integrones de clase 1 portadores de una gran varie-
dad de casetes génicos obtenido, sugiere una evolucion genética, por lo que
estos elementos constituyen un método efectivo de diseminacion de genes de
resistencia a multiples antibioticos en bacterias de muy diversos ecosistemas.
De hecho, en este estudio se observa que los casetes génicos que forman parte
de la estructura de los integrones de clase 1 detectados en todos los aislados
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de este estudio, son genes mayoritariamente implicados en la resistencia a tri-
metoprim (genes dfrA) y a estreptomicina y espectinomicina (genes aadA), aun-
gue también se detectan genes de resistencia a otros antibidticos como
beta-lactamicos, cloranfenicol, eritromicina o sulfamidas (tablas 3 y 4).

TABLA 4.

Casetes génicos detectados en integrones de clase 1y de clase 2y
su relacion con la resistencia a antibioticos

Casetes génicos detectados | Proteina Confiere resistencia a:

aadAl, aadA2, aadA5 Aminoglucdsido 3’ adeniltransferasa Estreptomicina y espectinomicina
blagya-1 Oxacilinasa Beta-lactamicos

cmlAl Cloranfenicol acetiltransferasa Cloranfenicol

dfrAl, dfrA5, dfrA7, dfrA12,

dfrAl4, dfrA16, dfrA17 Dihidrofolato reductasa Trimetoprim

ereA2 Eritromicina esterasa Eritromicina

sat Estreptotricina acetiltransferasa Estreptotricina

sul3 Dihidropteroato sintetasa Sulfamidas

3.1.2. Integrones de clase 2

Resulta de interés destacar la mayor prevalencia de integrones de clase
2 en los aislados de alimentos que en los de clinica. Se detectaron tres tipos
de estructuras en los 19 aislados portadores de integron de clase 2 (7 aisla-
dos clinicos y 12 alimentarios): dfrAl + sat2 + aadAl (6 / 8), estX + sat2 +
aadAl (0 / 2) y sat2 + aadAl (1 / 2) (tabla 3). Estas estructuras son las mas
frecuentemente descritas en la literatura asociadas al transposén Tn7 y sus
derivados (Hansson et al., 2002; Partridge et al., 2009, Stalder et al., 2012). Las
combinaciones de casetes génicos estan muy conservadas en los integrones
de clase 2, en comparacion con la gran variabilidad detectada entre los in-
tegrones de clase 1, lo que corrobora que debido a que la mayoria de los in-
tegrones de clase 2 presentan su integrasa inactivada, existe una pérdida de
dinamismo en la captura y escision de casetes génicos en estos integrones.

3.2. Porcentajes de resistencia antibidtica

Los porcentajes de resistencia a los distintos antibidticos estudiados en los
57 aislados clinicos portadores de integrones se presentan en la figura 4. Ade-
més de los elevados niveles de resistencia a sulfamidas (87,7%), trimetoprim-
sulfametoxazol (73,7%) y estreptomicina (77,2%) detectados, hay que destacar
los altos porcentajes de resistencia observados frente a antibiéticos no direc-
tamente relacionados con la presencia de integrones, como la ampicilina o la
tetraciclina, (80,9% y 63,1%, respectivamente). Por otra parte, todos los aisla-
dos fueron sensibles a cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima e imipenem. Cuarenta
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y nueve aislados (86%) presentaron un fenotipo de multirresistencia, es decir,
fueron resistentes a tres 0 mas familias de antibiéticos diferentes.

En cuanto a los aislados procedentes de alimentos, los porcentajes de re-
sistencia correspondientes a los dos periodos de tiempo se representan en la
figura 5. Se presentan por separado los aislados obtenidos en placas con o sin
suplemento de CTX en el segundo periodo de estudio. Los mayores porcen-
tajes de resistencia detectados en ambos periodos se observaron para sulfa-
midas, estreptomicina, tetraciclina, ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazol.
Los aislados del primer periodo fueron mas resistentes a gentamicina, kana-
micina y a cloranfenicol. Sin embargo, los aislados del segundo periodo fue-
ron mas resistentes a los beta-lactamicos (ampicilina, amoxicilina acido
clavulanico, aztreonam, cefotaxima y cefoxitina), a quinolonas y a estrepto-
micina. En los aislados seleccionados en placas con CTX, se observaron ele-
vados porcentajes de resistencia a acido nalidixico, ciprofloxacina y tetraciclina.
Se detectd un fenotipo de multirresistencia en 13 de los 14 aislados (92,8%)
del primer periodo y en todos los aislados del segundo periodo. Sin embargo,
todos los aislados procedentes de alimentos fueron sensibles a imipenem y
amikacina.

En este estudio se demuestra que existe una gran asociacion entre la pre-
sencia de integrones y el fenotipo de multirresistencia en aislados de E. coli tanto
de origen clinico como alimentario. La estructura cléasica de un integrén de clase
1y la presencia de dos casetes génicos implicados en la resistencia a dos fa-
milias de antibidticos diferentes, ya supone que la bacteria que lo porte sea re-
sistente a tres familias antimicrobianas. De ahi la importancia de estas estructuras
genéticas como vehiculo de diseminacion de multirresistencia antibiotica.

4. CONCLUSIONES

El uso intensivo de antibidticos en medicina, veterinaria o agricultura ha
originado que las bacterias desarrollen mecanismos de resistencia frente a di-
chos agentes terapéuticos. Como hemos observado en este trabajo, no sélo
los aislados de E. coli obtenidos de infecciones urinarias presentan un feno-
tipo de multirresistencia a antibiéticos asociado a una amplia variedad de ge-
nes de resistencia, principalmente localizados en elementos genéticos como
los integrones, sino que los alimentos crudos de origen animal también pue-
den portar aislados de E. coli multirresitentes, lo que supone un importante
problema de salud humana y animal.

Los integrones son elementos genéticos capaces de reconocer y capturar
genes de resistencia a antibiéticos que pueden ser movilizados en transposo-
nes o plasmidos para diseminarse entre bacterias diferentes. Los integrones le
confieren ventajas selectivas a la bacteria portadora, ya que en su estructura
pueden incorporar casetes génicos implicados en resistencia a antibiéticos como
las sulfamidas, beta-lactdmicos, aminoglucésidos, o trimetoprim, entre otros, y
permitir asi que la bacteria adquiera multirresistencia. Las combinaciones de ca-
setes génicos observadas en los integrones de clase 1 entre las cepas de dife-
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rentes origenes presentan mayor variabilidad que las combinaciones de los in-
tegrones de clase 2. Este hecho puede deberse, muy probablemente, tanto por
la mayor frecuencia de los integrones de clase 1 detectada en este y en otros
trabajos, que favorece la diseminacion de los casetes génicos que portan, como
a la inactividad de las integrasas de tipo 2.

La emergencia y diseminacion de bacterias multirresistentes en diferen-
tes ecosistemas es un problema de salud publica que exige abordarlo desde
un enfoque multidisciplinar analizando en profundidad todos los factores que
estan contribuyendo a aumentar este problema. El uso racional de los anti-
bidticos en todos los &mbitos es una prioridad, asi como la busqueda de nue-
vas alternativas terapéuticas para el tratamiento de las infecciones.
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