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RESUMEN

Los integrones son estructuras genéticas que han despertado gran interés, debido a que algunos de ellos vehiculizan
genes de resistencia a los antimicrobianos. Estan formados por un fragmento que codifica una integrasa (intl) y, a
continuacioén, una secuencia attl a la que se unen los genes en casetes que codifican diferentes mecanismos de resis-
tencia. Dentro de intl, en su extremo 3’, hay una secuencia promotora Pc a partir de la cual se transcriben los casetes de
resistencia integrados, ya que estos genes carecen de promotor. Sin embargo, estos casetes presentan una secuencia
especifica denominada attC, la cual es reconocida por la integrasa que se une, por recombinacion, a la secuencia att/
del integrén en la orientacion adecuada para su expresion. Los integrones se han clasificado segun la secuencia de su
integrasa, pero en la actualidad se prefiere clasificarlos segun su localizacién. Se habla, en general, de “integrones
moviles” para referirse a aquellos asociados a secuencias de insercion, transposones y/o plasmidos conjugativos, los
gue en su mayoria median mecanismos de resistencia, y de “superintegrones”, de localizacion cromosémica y con
grandes arreglos de genes en casetes. Los integrones moviles de clase 1 son los mas abundantes en aislamientos
clinicos y suelen estar asociados a transposones del subgrupo Tn21, seguidos por los de clase 2, derivados principal-
mente de Tn7. Estos elementos no son maviles por si mismos, pero su asociacion con elementos que si lo son facilita
su transferencia horizontal, lo que explica su amplia difusion entre las bacterias. Esta revision intenta recopilar la infor-
macion disponible acerca de los integrones moviles descritos en Argentina hasta la fecha.
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ABSTRACT

Integrons: gene collectors.  Integrons gained great interest due to their participation in resistance gene recruitment
and expression. Their basic structure includes a fragment that encodes an integrase (intl) followed by a recognition
sequence (attl) into which they may incorporate gene cassettes (encoding resistance mechanisms). A promoter (Pc)
embedded within the integrase gene controls the transcription of integrated resistance markers, as these genes do not
have their own promoters. When in cassettes, resistance genes are flanked by specific sequences (attC), which are
recognized by the integrase that, by site specific recombination, incorporates them after attl in proper orientation for
their expression. In the past, integrons were classified according to their sequence homology; currently they are
classified according to their location. In general, they are divided into “mobile” integrons (those associated with insertion
sequences, transposons and/or plasmids, being most of them associated with resistance mechanisms), and
chromosomally-located “super” integrons with large arrangements of cassette genes. “Mobile” class 1 integrons are
the most abundant in clinical isolates and are generally associated with Tn21 subgroup transposons, followed by class
2, derived primarily from Tn7. These elements are not mobile themselves, but their association with mobile platforms
that facilitate horizontal transfer, explains their wide distribution among bacteria. This review also attempts to describe
the mobile integrons described so far in Argentina.
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INTRODUCCION

Mas de medio siglo ha transcurrido desde el recono-
cimiento de la participacion de las primeras estructuras
de transferencia de los genes de resistencia adquiridos
por las bacterias para evadir la accion de los antibidticos
hasta reconocer la participacion de sistemas de movili-
zacion que contribuyen a la inclusién de nuevos meca-
nismos, lo que amplia asi el espectro de resistencia.

Las metodologias disponibles tiempo atras hicieron
gue inicialmente se evaluaran los marcadores de resis-
tencia cotransferidos por conjugacion de diferentes
plasmidos R. Mas tarde fueron analizadas las estructu-
ras de estos plasmidos, lo que llevé al reconocimiento de
los diversos procesos que movilizan estos marcadores
entre distintas estructuras génicas. Sélo tras la
optimizacion de los métodos de secuenciacion y el adve-
nimiento del analisis computacional fue posible recono-
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cer la importancia de nuevas plataformas genéticas, a
las que hoy llamamos integrones.

Desde los comienzos de su descripcién y hasta la
actualidad, se continGa investigando y tratando de
comprender en profundidad el comportamiento molecular
y evolutivo de los integrones, los cuales fueron rapida-
mente asociados al reclutamiento y la pérdida de genes.
Los integrones no son elementos genéticos raros, ya que
luego de analizar mas de 600 genomas secuenciados
en forma parcial o completa, se encontré que el 9% de
ellos poseen integrones (12). En este trabajo se realizd
una revision sobre estas estructuras genéticas moviliza-
bles que parecieran estar favoreciendo distintos eventos
de diversificacion genética dentro de los microorganismos
procariotas, dado que si bien no son esenciales para las
bacterias, aportan genes adicionales que les permiten
una mejor adaptacién a ambientes hostiles. Aunque es-
tos elementos fueron encontrados en bacterias recupe-
radas de ambientes naturales (Vibrio, Pseudomonas,
Xantomonas, Shewanella), se prestd especial atencion
a la participacion y el impacto de estos elementos sobre
los microorganismos frecuentemente encontrados en
contextos clinicos, donde despliegan una marcada va-
riedad de mecanismos para adaptarse a esos entornos y
resistir la accion de los agentes antibioticos.

MESA DE OFERTAS ADAPTATIVAS: DEFINICION

En la era de la Biologia Molecular, contamos con nu-
merosos equipos comerciales o kits que nos facilitan el
clonado de genes, incluso disponemos de sistemas para
la expresion in vivo e in vitro de esos genes. En forma
andloga, se podria pensar a los integrones como verda-
deros “equipos naturales” de clonado y expresion de
genes, que brindan la maquinaria completa para una efi-
ciente adquisicion (y escision) de genes a través de even-
tos de recombinacion especifica de sitio (9).

La definicion mas divulgada de integréon es aquella
formulada por Hall y Collis (40), como “un elemento dina-
mico que contiene los determinantes genéticos de los
componentes de un sistema de recombinacion especifi-
ca de sitio que reconoce y captura genes en casete mo-
viles”. La estructura minima de un integrén incluye: 1- el
gen para la integrasa (intl), 2- un sitio adyacente de
recombinacion (attl), y 3- al menos un promotor (Pc, P2),
orientado para la expresion de los genes capturados. El
gen intl contiene su propio promotor y, en general, se
expresa en forma divergente a los genes capturados (Fi-
gura 1). La integrasa, que pertenece a la familia de las
tirosina-recombinasas, es la que cataliza la recombinacion
entre las secuencias especificas. Es por ello que las bac-
terias que poseen integrones tienen la posibilidad de in-
corporar genes que se encuentran en el citoplasma
bacteriano bajo la forma de genes en casete. Estos genes
en casete no son parte necesaria de los integrones, pero
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Figura 1. Estructuras basicas de un integrén. Se observan los
tres componentes fundamentales que definen a estas platafor-
mas genéticas, necesarios para la adquisicion de genes en
casete (mediante recombinacion especifica de sitio) y para su
expresion: 1- el gen que codifica la integrasa (intl), 2- el sitio
adyacente de recombinacion (attl) y 3- los posibles promotores
presentes, orientados adecuadamente para la expresion de los
casetes insertados (Pc y P2). El gen de la integrasa contiene su
propio promotor Pint.

forman parte de ellos una vez que han sido integrados.
De esta manera, los integrones pueden adquirir nuevos
determinantes, por ejemplo, de virulencia, de resistencia
a antibioticos, nuevas funciones metabdlicas, etc., lo cual
brinda a la bacteria hospedadora una amplia versatilidad
para adaptarse a nuevas condiciones de supervivencia
(12, 45).

Si bien estas plataformas genéticas fueron descritas
por primera vez vinculadas a aislamientos clinicos con
algunos pocos arreglos de genes en casete que codifica-
ban resistencia a antibiéticos (105), se reconoce que los
integrones se hallan ampliamente distribuidos, ya que se
han descrito en diferentes nichos ecoldgicos (12), los
cuales pueden actuar como potenciales reservorios.

ASUNTOS DE FAMILIA: CLASIFICACION

Los primeros integrones descritos fueron agrupados
en clases (1, 2 y 3) de acuerdo con la secuencia
nucleotidica del gen de la integrasa (intl) que los carac-
terizaba. Sin embargo, este sistema de clases se ha ido
desdibujando debido a la gran divergencia de integrasas
descritas en los mas diversos microorganismos, lo que
ha llevado a una clasificacion préactica basada en una
variedad de criterios, en dos grandes grupos: I- el de los
llamados integrones de resistencia a antibioticos (a ve-
ces denominados “integrones moviles”), que seré el foco
de interés en esta revision dada su relevancia clinicay la
cantidad de literatura disponible, y II- el de los integrones
presentes en el cromosoma bacteriano (también referi-
dos como “superintegrones”), solo esporadicamente aso-
ciados a determinantes de resistencia (12, 30, 41, 57).

Tanto la descripcién de los integrones moéviles como
la de los superintegrones estuvo basada en ciertas ca-
racteristicas extraidas a partir de un nimero de secuen-
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cias limitado; actualmente el cuadro de diversidad es mas
complejo y las caracteristicas que definen a estos dos
grupos tienden a solaparse, lo cual lleva a debatir sobre
la conveniencia de esta agrupacion practica (12, 57).

Los integrones moviles presentan, en general, casetes
de resistencia a antibiéticos agrupados en arreglos rela-
tivamente pequefios, y es aqui donde se incluirian los
integrones clase 1, 2 y 3 antes descritos (57, 98).

Los integrones de clase 1 son los mas prevalentes en
aislamientos clinicos y se hallan altamente asociados con
bacilos gram negativos multirresistentes. En la actuali-
dad han cobrado una gran importancia, no soélo por el
amplio espectro de bacterias en las que han sido comu-
nicados, sino también por su frecuente nexo con casetes
que codifican, por ejemplo, distintas metalocarbape-
nemasas (30, 119). A pesar de que el contenido de
casetes suele ser pequefio en este grupo de integrones,
a la fecha se encuentran informados mas de 100 arre-
glos diferentes dentro de esta clase, lo cual esta directa-
mente relacionado con la variedad de mecanismos de
resistencia a casi todas las familias de antibioticos ya
encontrados en casetes.

El andlisis y la comparacion de la secuencia del
transposon Tn7 y su familia muestra una organizacion
similar a la de los integrones e indica la presencia de un
posible gen codificante de una integrasa de clase 2 (int/2)
localizado en el extremo 5’ del primer casete presente en
el Tn7. Asi, los integrones clase 2 que forman parte del
Tn7 (y otros relacionados) portan genes en casete en su
estructura y han sido documentados en aislamientos cli-
nicos de bacilos gram negativos, aunque en menor fre-
cuencia que los anteriores. A menudo el gen intl2 es in-
terrumpido prematuramente por un codon de terminacion.
Esto lo convierte en un pseudogen, lo que explicaria los
pocos arreglos que se encuentran descritos en las bases
de datos, en comparacion con el numero de arreglos de
los integrones clases 1 (22, 28). La secuencia de
aminoacidos de Intl2 presenta una identidad del 40% con
Intl1 (87, 91). Sin embrago, recientemente se han des-
crito nuevos integrones clase 2 —en Providencia stuartii
(8) y en Escherichia coli (54)— en los que se observa una
sustitucion en la base que originaba el codén de termi-
nacion temprano dentro de intl2, lo cual demuestra la
funcionalidad de la integrasa.

Los integrones clase 3 presentan en su estructura el
gen intl3, que codifica la integrasa de clase 3. La se-
cuencia de aminoéacidos deducida para esta integrasa
muestra una identidad del 60,9 % con la integrasa Intl1
(3, 91). Dichos integrones también portan casetes de re-
sistencia a antibidticos. Sin embargo, son muy pocos los
informes encontrados y la mayoria se limitan al continen-
te asiatico. En el primer caso descrito, este gen se loca-
lizé en el extremo 5’ del casete bla,,, , (que codifica una
carbapenemasa) presente en un aislamiento clinico de
Serratia marcescens (3), mas tarde hallado por el mismo

65

grupo de trabajo también en Pseudomonas putida (102).
En esa misma regién geogréfica se ha detectado en for-
ma reciente esta clase de integrones en el cromosoma
de aislamientos ambientales de Delftia spp. (120). Fuera
de Asia, su presencia se describié en Portugal, en un
aislamiento urinario de Klebsiella pneumoniae cuya re-
gion variable presentaba el casete bla,.., (21).

Un determinado gen en casete no parece ser exclusi-
vo de una clase de integron estipulada; a modo de ejem-
plo, el casete bla,,, ,, originalmente encontrado en un
integrén de clase 3, se halla actualmente descrito como
parte de integrones de clase 1 (3, 48, 59, 76).

LOS TIPICOS Y LOS ATIPICOS: ESTRUCTURA

Como se indico anteriormente, los integrones clase 1
son los de mayor prevalencia en aislamientos clinicos.
Contienen dos segmentos conservados que flanquean
una region central (region variable), donde se insertan
los casetes que codifican la resistencia a antibiéticos. El
segmento 5’ conservado (5'CS) incluye al gen de la
integrasa (int/1) y el sitio adyacente de recombinacion
reconocido por la integrasa Intll (att/1). Dentro de esta
estructura se encuentran uno 0 mas promotores que ase-
guran la expresion de los casetes. El segmento 3’ con-
servado (3'CS) en los integrones clase 1 es menos defi-
nido. En general, este segmento incluye un gen que co-
difica resistencia a compuestos de amonio cuaternario
(qacEAI), otro de resistencia a sulfonamidas (sulZ), y un
marco de lectura abierto (orf5) de funcién desconocida
(Figura 2a).

Al analizar detalladamente el segmento 3'CS se ob-
serva que gacEA1 es una forma truncada del gen qackE
fusionado con un segmento no relacionado que codifica
21 aminoéacidos. QacEA1L pertenece a una familia de pro-
teinas que puede exportar diferentes drogas e incluye a
las proteinas QacC, QacE, y Ebr. En general, son pe-
quefias proteinas con s6lo cuatro segmentos transmem-
brana. Aun con el truncado, QacEA1 parece funcionar
parcialmente como proteina exportadora de mdltiples
drogas, ya que aislamientos que contienen qacEA1 son
resistentes a bajos niveles de colorantes y a sales de
amonio cuaternario, pero no se observa eflujo de bromuro
de etidio (75).

La presencia ubicua del gen sull (que codifica una
dihidropterato sintetasa) en estos elementos puede re-
sultar sorpresiva, aunque las sulfonamidas (antimicro-
bianos sintéticos) junto con las sales de mercurio han
sido empleadas para el tratamiento de las enferme-
dades infecciosas desde mediados de la década del
30 (24).

Sin embargo, la region 3'CS puede ser diferente en
algunos integrones (37, 75), incluso hay autores que han
descrito la ausencia del gen sull en el 10% de los
integrones clase 1 estudiados (49). La analogia del



66

Revista Argentina de Microbiologia (2010) 42: 63-78

intil att!l blayy,., aacA4

- ) )

orflll

3 4 B ED)ED

cmlA5 qacEAl

>2L_/l_ = "l— » Clasel

inti2" attli2 dfrAl  sat2 gadAl orfX tnsE  tnsD  tnsC  tnsB  tnsA
X _IHEHE®). | [ | [ [
int! atti  orfl orfll

orflV

sull orfS

ntegron de integrasa invertida

Figura 2. Diferentes clases de integrones. Se sefialan en color las regiones conservadas y en gris las regiones variables.
a- Integrén de clase 1, en verde se marca la region 5°CS y en naranja la region 3°'CS. La region variable qued6 constituida por tres
genes en casete seleccionados al azar. b- Integron de clase 2, en rojo se marca la regiéon 5°CS (el asterisco en int/2" indica que es
un pseudogen) y en azul la regiéon 3'CS. Se respet6 la region variable presente en el Tn7. c- Integron de integrasa invertida, en
violeta se marca la region 5°CS (la orientacion del gen intl es opuesta a la observada en los diferentes integrones). Diferentes orf
como genes en casete estarian presentes downstream del gen de la integrasa.

transposon Tn402 —carente de una estructura 3'CS tipi-
ca— con estos Ultimos ha dado lugar al modelo que expli-
cael origeny la subsecuente diseminacion de integrones
clase 1 entre distintas especies de Proteobacteria (34).
Los genes en casete son integrados en lo que se de-
nomina cominmente regién variable (40). El nUmero de
genes en casete en esta region es precisamente varia-
ble: se describieron desde integrones con region varia-
ble nula, como en In0 (11), hasta algunos con méas de
siete genes en casete (48, 51, 61, 78); sin embargo, la
presencia de dos o tres casetes suele ser lo mas habitual
en las secuencias depositadas en las bases de datos.
En la actualidad, se encuentran descritas numerosas
combinaciones de genes en casete, incluso varias co-
pias de un mismo casete en un mismo integron, tal como
las dos copias del casete bla,,, ,en el integron Inl (104).
Los integrones clase 2, tal como ya se sefialo, se en-
cuentran con menor frecuencia en los aislamientos clini-
cos comparados con los integrones clase 1. Tienen una
region 5 CS tipica con las particularidades correspondien-
tes a esta clase (intl2, attl2). En la mayoria de los
integrones de clase 2, la zona 3'CS esta compuesta por
5 genes (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD'y tnsE) involucrados en
la transposicion del Tn7y derivados (Figura 2b) (43, 44).
En general, los arreglos de casetes dentro de la region
variable son més constantes (como ya se ha fundamen-
tado); lo més frecuente es encontrar el arreglo detallado
en el integron presente en Tn7 en diferentes enterobac-
terias y en otros aislamientos clinicos. Ese integron po-
see el siguiente orden: dfrA1 (que confiere resistencia a
trimetoprima), sat2 (que otorga resistencia a estrepto-
tricina, un antibiético muy empleado en la industria de
alimentos y en veterinaria, pero no en la clinica huma-
na), aadAl (que codifica una enzima que otorga resis-
tencia a espectinomicina y a estreptomicina) y, finalmen-

te, un marco de lectura abierto, orfX, de funcion desco-
nocida (28, 33, 79).

En el afio 2000 fue descrito el primer hibrido entre
dos clases de integrones (en un aislamiento de Acineto-
bacter baumannii), constituido por una integrasa de cla-
se 2, el sitio att/2, los tres primeros casetes presentes en
Tn7, mientras que el orfX y los 5 genes tnsA-E fueron
reemplazados por la regién 3°CS, caracteristica de los
integrones clase 1. Esta estructura quimérica podria
ser el resultado de la recombinacion homdloga entre
ambos integrones coexistentes en el mismo microorga-
nismo (77).

Por dltimo, cabe sefalar que son pocas las publica-
ciones referidas a casos clinicos de integrones clase 3
en los que éstos hayan sido caracterizados en detalle.
Se sabe que poseen una localizacion plasmidica y no se
conoce con precisién si comparten una region 3 conser-
vada (3, 21).

Normalmente el gen de la integrasa (intl) esta en orien-
tacion opuesta respecto de los genes codificados en los
casetes; sin embargo, algunos integrones muestran una
integrasa en la misma orientacion que los genes de los
arreglos en casetes asociados. Estos han sido denomi-
nados integrones de integrasa invertida (Figura 2c) y for-
man un grupo monofilético de integrones bien definido
que fueron hallados en una gran variedad de grupos
taxonémicos bacterianos ambientales (12).

EL MAS GRANDE DE LA FAMILIA: EL
“SUPERINTEGRON”

Desviaremos temporariamente la atencion sobre los
integrones de resistencia para referirnos a otras clases
de integrones que fueron confinadas al cromosoma
bacteriano y que estan asociadas a grandes arreglos de



Integrones: los coleccionistas de genes

genes en casete. El género Vibrio, donde se describie-
ron los primeros ejemplos, presenta desde 50 hasta mas
de 200 casetes. Esta gran estructura ha conducido a su
peculiar denominacion, la de “superintegréon” (Sl). Las
siguientes caracteristicas se han usado frecuentemente
para describir un SI: 1- una localizacion cromosdmica, 2-
muchos genes en casete asociados, 3- un alto grado de
identidad entre las secuencias attC de estos casetes, y
4- una descendencia principalmente lineal entre un gru-
po determinado de microorganismos (57). El descubri-
miento de Sl en diferentes géneros de proteobacterias
ha impactado en la comprension de la evolucién del
genoma bacteriano. Estos elementos se han descrito en
patégenos para el hombre, los animales y las plantas,
asi como también en bacterias no patégenas. Es muy
probable que la mayoria de los genes en casete que for-
man parte de un Sl no sean expresados; asi, estos per-
sisten en ausencia de presion selectiva y proveen las
bases genéticas para la evolucién y la subsecuente re-
tencion de nuevas funciones para la adaptacion (12, 57).

Por ejemplo, estas estructuras de Sl se describieron
por primera vez en Vibrio cholerae en una regiéon de
aproximadamente 100 kb (en un principio denominados
integrones clase 4y 5), y desde su descripcion se desta-
ca que se observa sdélo una asociacion marginal con
genes de resistencia (17, 53, 58, 92). Una porcion del
genoma de V. cholerae parece tener un arreglo de genes
Unicos separados por cortas secuencias repetidas e in-
vertidas de 123-126 pb, conocidas como VCR (V. cholerae
repeated sequences); estas VCR comparten una identi-
dad del 95-97%. La secuencia consenso de las VCR est&
significativamente relacionada con la secuencia consen-
so de los attC. Esta estructura contiene mas de 170
casetes, la mayoria no definidos (orf), y ocupan aproxi-
madamente el 4% del genoma. Por esto, puede
interpretarse a esta fraccion del genoma de V. cholerae
como un gran arreglo de genes en casete. Los casetes
encontrados en V. cholerae no se expresan a partir de
un solo promotor, lo que es claramente evidente, ya que
no todos se encuentran orientados en la misma direc-
cién. Como se dijo anteriormente, estos “superintegrones”
se encuentran en muchos géneros bacterianos e inclusi-
ve en otras especies del género Vibrio.

La mayoria de los orf identificados en integrones
cromosomicos estan mas relacionados con funciones de
virulencia u otras funciones que poco tienen que ver con
la resistencia a antibiéticos, aunque se han descrito unos
pocos casetes de resistencia, como por ejemplo bla,, ,
y bla.,.. , (100). Por otro lado, también se ha visto que
los attC de los casetes bla,, y dfrVIy los recientemente
descritos gnrVC1y gnrVC2 son idénticos a los VCR. Es-
tos hallazgos sugieren que existe un grupo de casetes
disponibles o compartidos entre integrones de resisten-
cia y superintegrones (32, 97, 98).
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ERES EL UNICO CULPABLE: EL GEN EN CASETE

La estructura de un gen en casete estd compuesta
por dos componentes funcionales: una secuencia
codificante, generalmente carente de promotor propio,
flanqueada por secuencias palindromicas no perfectas
gue participan activamente de la recombinacién especi-
fica de sitio. En los casetes de resistencia a antibioticos,
esta estructura es conocida como elemento de 59-bases
(59-be) o, seguin su nomenclatura mas moderna, como
secuencia attC. El tamafio de los casetes es considera-
blemente variado y depende de la proteina que codifique
(9, 31, 40, 91). Los mas de 100 casetes descritos confie-
ren resistencia a casi todas las familias de antibi6ticos
(R-lactamicos, aminoglucosidos, trimetoprima, sulfamidas,
cloranfenicol, rifampicina, lincosaminas, macrolidos,
quinolonas) y ademas, a desinfectantes y antisépticos.
Las proteinas codificadas por estos casetes confieren
resistencia por distintos mecanismos, por ejemplo,
enzimas que inactivan al antibiético (aminoglucésidos,
cloranfenicol y B-lactamicos), desvio metabdlico (trime-
toprima) y eflujo (cloranfenicol). Ademas, se han identifi-
cado varios marcos de lectura abiertos con funcion des-
conocida (30, 40). Un comentario destacado merecen los
genes de resistencia a quinolonas transferibles. El pri-
mer casete identificado (2006), al que se llamé aac(6)-
Ib-cr, es una variante del gen aac(6°)-1b que codifica una
aminoglucosido acetiltransferasa. Las sustituciones en
este gen llevan a la posibilidad de acetilacion de un amino
presente en algunas quinolonas (85, 94); de esta mane-
ra se identifico el primer mecanismo de inactivacion
enzimética de dos familias no relacionadas estructural-
mente. Otros genes en casetes que confieren resisten-
cia Unicamente a quinolonas (denominados gnrVC1 'y
gnrVC2), a través de un mecanismo que protege el sitio
diana del antibiético, fueron descritos en el 2008. Con
anterioridad, este mecanismo habia sido ampliamente
descrito en integrones clase 1 inusuales o atipicos (los
gue se describen mas adelante), pero los genes asocia-
dos carecen de sitios attC tipicos. Estos dos nuevos
casetes presentan sitios aftC caracteristicos de superinte-
grones y fueron asociados a integrones clase 1 tipicos
presentes en V. cholerae (32).

Un examen exhaustivo de las secuencias publicadas
muestra que en algunos casos existen casetes fusiona-
dos, donde dos potenciales regiones codificantes se en-
cuentran dentro de un Unico casete. Se cree que estos
casetes surgieron por fusion de otros dos, cada uno con
un Unico gen (91); por ejemplo, la fusion de casete aadAl-
oxa9 (112, 113) o los encontrados en el integron In53,
aacAl-orfG y oxal0O-aadAl (61). Se ha descubierto, in-
cluso, la fusion de un intrén del grupo Il (16).

Las regiones attC difieren considerablemente en su
secuencia y su tamafio, desde unos 51 pb hasta 141 pb,
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y si bien son heterogéneas entre ellas, muestran carac-
teristicas en comun (91). Comparten una region de aproxi-
madamente 25 pb a cada extremo que conforman las
secuencias consenso (19, 106), las que estan repetidas
e invertidas en forma imperfecta una respecto de otra, y
cada una de ellas comprende un par de dominios de union
a la integrasa (106). Las secuencias mas conservadas
de los aftC son heptameros denominados sitios core, los
cuales se muestran como secuencias palindrémicas. Uno
de ellos, cuya secuencia consenso es GTTAGGC o
GTTRRRY (R = purina, Y = pirimidina), esta localizado
upstream del gen de un casete integrado, y el sitio core
inverso, que se lo identifica con la secuencia consenso
GCCTAAC 0 RYYYAAC, queda ubicado downstream del
gen (19, 91). Las diferencias entre ambas regiones ase-
guran que los casetes se inserten en la orientacion que
permite su expresion (18, 106).

Cuando se considera todo el pool de casetes conoci-
dos (provenientes de integrones moviles y de superin-
tegrones), los que codifican resistencia a antibidticos
corresponden a menos del 10%. La mayoria de los
casetes no poseen funcion conocida: al 65% no se les
conoce homologos y el 13% presenta homologia con pro-
teinas de funcion desconocida. El 22% restante codifica-
ria para un amplio rango de funciones (la mayoria dedu-
cida por prediccion con proteinas anélogas, y muy pocas
con funciones determinadas experimentalmente), sien-
do las més prevalentes factores de virulencia, modifica-
ciones del ADN, funciones relacionadas con fagos, siste-
mas toxina-antitoxina (que suelen prevenir, en general,
la pérdida de ADN plasmidico), acetiltransferasas, siste-
mas de metilacién o restriccién, lipasas, enzimas que
participan en la biosintesis de polisacaridos, etc. En ge-
neral, estos casetes forman parte de integrones cromo-
s@micos o superintegrones descritos en Vibrio spp. y en
otras especies ambientales (12, 30).

LA INTEGRASA ,COMO TE UBICO?

El andlisis de las distintas integrasas permitioé esta-
blecer que el origen de los integrones moviles que por-
tan casetes de resistencia es claramente diferente, lo cual
no solo es avalado por los andlisis filogenéticos sino tam-
bién al considerar el origen ambiental de muchos de ellos
(lo que incluso sugiere una evolucién producida antes de
la era antibiotica). Esto indica que muchos integrones
encontrados en ambientes naturales han tenido la capa-
cidad de adquirir casetes de resistencia y asi aumentar
enormemente su potencial de adaptacion ante la presion
ejercida por el hombre (12, 98).

La integrasa Intll pertenece a la familia de las A
integrasas (tirosina-recombinasas) y cataliza no soélo la
integracion de genes en casete, sino también su esci-
sion. Si bien los miembros de esta familia presentan baja
homologia en su secuencia de aminoacidos, se han iden-
tificado dos regiones (designadas box 'y box Il) relativa-
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mente conservadas. Dentro del box | cabe destacar, en-
tre otros, el motivo ALER, caracteristico de las integrasas
(lo que ha permitido identificar nuevas variantes en di-
versos géneros bacterianos), mientras que en el box I/ lo
caracteristico es la tirosina ubicada en el extremo
carboxilo (Y312) terminal (35, 60).

La Intll reconoce dos tipos diferentes de sitios de
recombinacion: el sitio attl, que forma parte de la region
5°CS de los integrones, y los miembros de la familia attC,
presentes en los genes en casete (93).

La arquitectura de los sitios tipo att/1 es distinta de la
descrita para sitios tipo attC. Al contrario de lo que ocu-
rre con los sitios attC, los sitios att/ de las diferentes cla-
ses de integrones no estan relacionados entre si y sus
secuencias no muestran muchas caracteristicas en co-
mun (38, 93). El sitio att/1 es uno de los mas examinados
y estudiados en detalle (42, 73, 93), e incluye una Unica
estructura de sitio simple que contiene dos regiones de
unioén a Intll orientadas en forma invertida (sitios core 1
y 2), ademas de presentar sitios adicionales de unién de
la integrasa localizados upstream del sitio simple (38, 73).

La integrasa Intl1 puede catalizar al menos dos posi-
bles reacciones, a saber: entre el sitio att/1 y un attCy
entre dos attC. Si el integron receptor no contiene casetes,
la reaccion de recombinacion durante la integracion de
un casete es necesariamente att/1 x attC. En cambio, si
contiene uno o mas casetes, la reacciéon de recombinacion
durante una nueva integracion tiene dos posibilidades:
attl1 x attC o attC x attC.

La diferencia entre la arquitectura del sitio att/1y la de
los sitios attC parece jugar un papel importante, al asegu-
rar que los casetes se integren preferencialmente en for-
ma adyacente al sitio att/1 del integrén y en la misma orien-
tacion (20). Esta localizacion es la 0ptima para la expre-
sién del gen contenido en el casete entrante (18). Se ha
demostrado que los eventos de recombinacion especifica
de sitio mediada por Intll son més eficientes cuando
involucran un sitio att/1 con un attC que cuando ocurren
entre dos aftC (20, 42, 73, 93, 106). Sin embargo, la pérdi-
da de casetes (reaccion de escision) suele ocurrir por la
recombinacion preferencial de dos sitios aftC (52). En la
Figura 3 se resume el modelo de movilizacion simplificado
de genes en casete dentro de un integrén; las particulari-
dades del mecanismo de integracion fueron propuestas
por Bouvier et al. (13), mientras que las del proceso de
escision fueron delineadas por Mac Donald et al. (52). En
parte de estos eventos se requieren estructuras de ADN
de hebra simple, motivo por el cual se sostiene que ocu-
rren ya sea durante la replicacion del ADN o durante la
conjugacion de elementos mdviles (13, 52).

Si bien los genes en casete se encuentran integrados
y forman parte de un integrén o se ubican en alguna otra
localizacién no especifica, pueden existir libres como
moléculas de ADN circular cerradas de modo covalente.
En la naturaleza, los casetes circularizados presumible-
mente se generan por escision, y es probable que sean
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Figura 3. Modelo de integracion y escision de casetes. Proceso por el cual los genes en casete circulares de resistencia a antibiéticos
se insertan preferencialmente en el sitio especifico att/1 en un integron clase 1. Se selecciono bla,,, , (Que codifica resistencia a
carbapenemes) como ejemplo de gen que se va a incorporar. Dentro de la regién variable contamos, ademas, con genes casete
gue codifican resistencia a aminoglucosidos (aacA4) y a cloranfenicol (cmlA5). Ademas, se muestra la estructura del gen en casete
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donde se destaca el sitio de reconocimiento de la integrasa 59-be o attC como parte de su estructura. int/1, gen que

codifica la integrasa; Intl1: integrasa clase 1. Las flechas de los casetes indican la direccion de la transcripcion.

los intermediarios mas importante en la diseminacion de
casetes cuando se encuentran en esta conformacion cir-
cular (19).

Finalmente, es interesante destacar que la especifici-
dad de las secuencias attl asociadas a una determinada
integrasa no impide que sean reconocidas por otras
integrasas y que ocurra asi la recombinacién. Por ejem-
plo, la Intl1 también reconoce los sitios att/2y attl3 de los
integrones clase 2 y 3, aunque la eficiencia de recom-
binacién entre attl2 y atti3 con un attC es mucho mas
baja que la reaccion attl1 x attC (38). Queda claro en-
tonces que la integrasa Intl1 podria participar en la movi-
lizacion de casetes presentes en otras clases de
integrones.

LA DIFERENCIA ENTRE SOLO ESTAR Y SER:
AHORA, A EXPRESAR LO INCORPORADO

Los genes en casete generalmente no incluyen una
secuencia promotora. La expresiéon de estos genes de
resistencia a antibiéticos estéa bajo el control transcrip-
cional del promotor Pc (inicialmente llamado P1 o P, )
presente en la regién 5°CS del integrén, ya que todos los
casetes estan integrados en la misma orientacion. Se ha
estudiado en detalle el promotor Pc de los integrones
clase 1 (en In2, localizado entre las bases 254 a 225
upstream del punto de recombinacién -N° de acceso:

AF071413-) y se han encontrado 4 variantes de este pro-
motor en integrones presentes en aislamientos clinicos
(31, 39). Cada una de estas variantes posee diferente
fuerza promotora (Tabla 1), lo que confiere diferentes
niveles de resistencia ante la presencia del mismo gen
codificante (18, 50). En un subgrupo de integrones clase
1 se ha originado un segundo promotor, P2, por inser-
cion de tres residuos de G entre los motivos preexistentes
—10y -35 (en In2, localizado entre las bases 136 a 107
upstream del punto de recombinacion -N° de acceso:
AF071413-). Asi se extiende el espacio intermotivos re-
querido para que este promotor sea activo, de 14 pb a 17
pb (Tabla 1). Cuando P2 esta presente y es activo, su
fuerza es mayor que la de todas las versiones de Pc,
excepto Pc (fuerte) (18, 50). Frecuentemente, P2 activo
esté asociado con Pc (débil) y, en este caso, P2 es el prin-
cipal responsable de la expresion de los genes de resisten-
cia en integrones clase 1 en diferentes microorganismos
(39, 47, 55). El andlisis de méas de 100 secuencias deposi-
tadas en bases de datos muestra que existe un nimero
equitativo de cada variante de promotor y que, en general,
no existen asociaciones preferenciales entre las distintas
variantes de promotores y los genes en casete insertados
en attl. Aunque esta informacién no puede ser tomada como
un dato epidemioldgico verdadero, ambas observaciones
sugieren que no habria ventaja en la seleccién de integrones
con capacidad promotora superior (25).
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Tabla 1. Regiones promotoras descritas en los integrones clase 1

Promotor Pc Promotor P2

Fuerza -35 pb -10 Fr -35 pb -10 Fr
Fuerte TTGACA 17 TAAACT ++++

Hibrido 1 TGGACA 17 TAAACT ++

Hibrido 2 TTGACA 17 TAAGCT ++ TTGTTA 14 TACAGT -
Débil TGGACA 17 TAAGCT + TTGTTA 17 TACAGT +++

Se indican las secuencias de las regiones promotoras —10 (también llamada Pribnow box) y —35, y el tamafio del espacio
gue las separan (en pb). La fuerza relativa (Fr) de los promotores frente a la version fuerte de Pc esta representada como:
++++, 100% de actividad; +++, 20-50%; ++, 10%; +, menos del 10%; -, sin actividad (18, 39).
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Figura 4. Integrones clase 1 inusuales (complejos): Estructura descritas en Argentina. En cada esquema se destaca en letra violeta
el elemento ISCR1 (region conservada de 2,1 kb, incluye el orf513) que se halla estrechamente asociado a estos integrones clase
1 (110, 111). ISCR1-A, -By -C corresponden a distintos ejemplos de ISCR1 descritos en Argentina, los que se han asociado con
alelos que confieren resistencia a cefotaxima (6, 27, 84, 103), a trimetoprima (5) y a ciprofloxacina (85), respectivamente. El
integron esquematizado en ISCRI-C, ademas del determinante de resistencia a quinolonas asociado qnrB10, posee el gen en
casete aac(6°)-1b-cr, que codifica una nueva variante de la enzima modificadora de aminoglucésidos y que también modifica a la
ciprofloxacina, con lo que reduce su actividad. En el gréafico se indican las especies bacterianas donde fueron descritos. Aunque en
muchos aislamientos se continué con la caracterizacion de la estructura o su entorno, por razones de simplicidad se esquematiza
aqui sélo hasta el gen sul/l1 de la segunda copia del segmento 3'CS.

Todos los casetes de un integron se transcriben a partir
del Pc (o Pcy P2). Sin embargo, cuando hay mas de un
casete, sOlo se detectan bajos niveles del transcripto de
tamafio completo, con predominio de moléculas de ARNm
mas cortas (18). Estos transcriptos méas cortos tienen
tamafios discretos y diferentes, y todos se originan a partir
de Pc. El hecho de que los transcriptos terminen prema-
turamente en puntos discretos parece corresponderse con
el extremo del casete. De estas observaciones surge la
posibilidad de que los sitios attC (que incluyen secuencias
repetidas e invertidas), también actien como terminadores
de transcripcién, como atenuadores o como sefiales para
el clivaje endonucleolitico de los transcriptos (18, 91). Esto
lleva a una mayor abundancia de los transcriptos del gen
del primer casete adyacente a Pc (al compararlo con el
mismo casete cuando est4 localizado mas distal) y, even-
tualmente, a mas niveles de resistencia (18).

En conclusion, la expresion de los genes de resisten-
cia (sin promotor propio) estd marcadamente influenciada
por su posicién en el arreglo de casetes (25).

Se ha encontrado que un pequefio nUmero de casetes
presentan su propio promotor; el primer caso descubier-
to fue el casete cmlA, que codifica una proteina de eflujo
en lamembrana interna (resistencia a cloranfenicol) (10).
Otros ejemplos son los casetes qacE 'y qacG, que tam-
bién codifican una proteina de eflujo, o el casete fusiona-
do oxa-10-aadA1l. Estos casetes se transcriben, ademas,
desde el promotor Pc (25, 31, 61).

ERAMOS POCOS: INTEGRONES CLASE 1
COMPLEJOS O INUSUALES

Algunos integrones no sélo participan en la adquisi-
cion o la expulsion de genes en casetes y su expresion,
sino que ademas se han asociado a otros elementos que
participan en el reclutamiento (y a veces en la expresion)
de genes de resistencia que no se hallan en forma de
casete.

Estos integrones con caracteristicas inusuales contie-
nen una copia completa del segmento conservado 5'CS,
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pero presentan dos copias completas o parciales del seg-
mento 3'CS (39). Entre las dos copias de 3'CS hay una
region de 2,1 kb, idéntica en todos los casos, seguida por
una region variable que contiene genes de resistencia (Fi-
gura 4). En la regién idéntica se encuentra un marco de
lectura abierto denominado orf513 (anteriormente orf341),
gue podria codificar una recombinasa que reconoceria otro
sitio de recombinacion donde se insertarian los genes de
resistencia carentes de attC (111, 114).

La secuencia contiene los componentes tipicos de un
elemento CR (region comun). Algunos estudios recien-
tes sugieren que los elementos CR serian un subgrupo
dentro de una familia de secuencias de insercion (IS)
inusuales denominada 1S91, por lo que se ha propuesto
renombrarlos como secuencias de insercion CR (ISCR)
(110). Estos nuevos elementos de captura denominados
ISCR han sido clasificados teniendo en cuenta diversas
caracteristicas, y a aquellos asociados a determinados
genes de resistencia (no como genes en casete) que for-
man parte de integrones clase 1 inusuales se los deno-
mina ISCR1 (111).

La caracteristica distintiva de replicacion por transpo-
sicion en rolling circle de ISCR1 propuesta por Toleman
et al. (110) podria explicar los cambios estructurales ob-
servados en los integrones inusuales. Los analisis reali-
zados sobre estos elementos han concluido que contie-
nen en su secuencia posibles regiones promotoras -10 y
-35 que permitirian o reforzarian la expresion de genes
de resistencia adyacentes (95).

Los primeros integrones inusuales comunicados fue-
ron In6, In7 y el integrén presente en pSAL-1 (69, 107,
116). Los genes de resistencia asociados a ISCR1 en
estos integrones fueron el gen de resistencia a
cloranfenicol catA2 para In6, el gen de resistencia a
trimetoprima dfrA10 para In7; y pSAL-1, por su parte,
contiene el gen de resistencia a p-lactdmicos ampCy su
regulador ampR, provenientes del cromosoma de
Morganella morganii (39, 69, 107, 116).

Ademas, estos integrones comparten la caracteristi-
ca de presentar una delecion del extremo 5’ en la segun-
da copia del 3'CS; asi, In6, In7 y pSAL-1 muestran
deleciones de 248 pb, 76 bp y 179 pb, respectivamente
(69, 107, 116).

Algunos nuevos ejemplos de ISCR1 son los asociados
con otros genes que codifican resistencia a trimetoprima
(dfrA23, dfrA3b, dffA19), a aminoglucésidos (armA), a
quinolonas (gnr) o a diferentes antibidticos a-lactamicos
[B-lactamasas clase A (bla bla.., o bla,,s) y B-

CTX-M-2’
lactamasas clase C (bla,,, , bla bla

CMY-9’ MOX—l)] :

¢PERO S| YO NO ME ESCAPE?: LOCALIZACION

Los integrones de resistencia moviles no son elemen-
tos que presenten la maquinaria necesaria para movili-
zarse. Asociarse a secuencias de insercion, a transpo-
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sones y a plasmidos conjugativos fueron los eventos o
accidentes que permitieron su movilizacién y disemina-
cion entre microorganismos de diferentes ambientes.
Muchos de estos aislamientos, de genotipo no relacio-
nado, poseen integrones cuya region variable es idénti-
ca, lo que sugiere una transferencia de genes inter e
intraespecie. A su vez, la predominante presencia de uno
0 mas casetes en un mismo orden y en diferentes cepas
sugiere que la movilizacién de la estructura completa del
integron es mas probable que la movilizacién individual
de los genes en casete (55).

Una parte de los integrones clase 1 estan inmersos
en transposones defectivos o presentan restos de
transposones. El Tn402 es, probablemente, uno de los
pocos transposones activos que lleva un integron (14)
que contiene el gen intl1, el sitio att/1, genes en casetes,
gacE y un médulo de transposicion tni completo, todo
flanqueado por las secuencias invertidas repetidas /IRi e
IRt. Como se ha mencionado anteriormente, se conside-
ra que el Tn402, tras participar en varios eventos de
inserciones/deleciones y de adquisicion/escision, seria
uno de los eslabones hacia la evolucién de los integrones
clase 1 presentes en los aislamientos clinicos (14, 34).

Los transposones Tn1404, Tn1696y Tn21 son ejem-
plos claros de asociacién a integrones clase 1 (70, 71,
74, 118), mientras que la familia de los Tn7 esté asocia-
da aintegrones clase 2 (87, 108). Estos transposones se
han localizado tanto en el cromosoma como en plasmidos.
En este caso son, en su mayoria, plasmidos conjugativos
de elevado peso molecular (> 100 kb) y pertenecen a
distintos grupos de incompatibilidad, como por ejemplo
IncFI (118), IncFll (36) e IncL/M (117).

La asociacion con diferentes secuencias de insercion
(IS) ha facilitado también la dispersion de los integrones
entre especies bacterianas. Se han descrito varias IS
entre las que se cuentan 1S26, IS1353 e 1S1326, como
asi también 1S1999 e 1S2000, entre otras. En algunos
casos, no se encuentran situados por fuera de la estruc-
tura del integrdén, sino que usurpan su propia estructura
(62, 72, 115). Cabe recordar que las secuencias ISCR1
descritas anteriormente forman parte de los integrones
clase 1 complejos o inusuales.

Resumiendo, las integrasas y las transposasas son
todas recombinasas; las primeras recombinan material
dentro de su estructura, las segundas recombinan las
estructuras que las contienen en otros materiales
genéticos (recombinacion hacia adentro versus
recombinacion hacia afuera).

Y NOS TILDARON DE UBICUOS Y PROMISCUOS,
¢ SERA AS[?

En un principio estos elementos fueron asociados a
aislamientos clinicos y se los vincul6 insistentemente con
la resistencia a antibiéticos. Asi, distintos estudios en di-
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ferentes partes del mundo concluyeron que los integrones
de clase 1 son los mas frecuentes en aislamientos clini-
cos. Un ejemplo de esta situacion epidemioldgica fue
descrita en el centro y oeste de Europa (55, 56), donde
se estudiaron bacilos gram negativos de diferentes hos-
pitales de nueve paises europeos, y el 43% (70/163) re-
sult6 ser portador de integrones. Es importante notar en
estos y en otros tantos trabajos que, estadisticamente,
los aislamientos portadores de integrones se encuentran
asociados a la multirresistencia a antibiéticos, por ejem-
plo, a aminoglucésidos, quinolonas y compuestos -
lactamicos (incluyendo cefalosporinas de tercera gene-
racion y monobactamas), aun si dichos determinantes
no siempre estan formando parte de éstos (56, 82). Tam-
bién son varios los trabajos en los cuales se describe
que, ademas de la elevada prevalencia de integrones,
multiples integrones de una misma clase pueden encon-
trarse en un mismo aislamiento, como la coexistencia de
integrones clase 1 y clase 2 en una misma bacteria (4,
16, 28, 55, 79). En un principio, los integrones moviles se
hallaron solamente en bacterias gram negativas, funda-
mentalmente en enterobacterias y algunos otros
microorganismos como P. aeruginosa, P. putida,
Achromobacter sp., Stenotrophomonas maltophilia, com-
plejo Burkholderia cepacia, Vibrio sp., A. baumannii y
mucho otros mas (30). Desde unos afios atras se sabe
que la presencia de integrones no esté restringida a este
grupo de microorganismos, ya que se ha detectado el
gen gacEA1 en enterococos y estafilococos (46), un
integrén truncado en Mycobacterium fortuitum (98) y un
integron clase 1 completo y funcional en Corynebacterium
glutamicum (65). Hasta el momento, la presencia de
integrones en bacterias gram positivas se considera un
evento inusual; sin embargo, recientemente se ha comu-
nicado la existencia de integrones clase 1 en aislamien-
tos clinicos de Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Streptococcus
sp. Yy Enterococcus faecalis (todos estos relevamientos
fueron realizados en China) (101, 121, 122).

Asimismo, se han hallado diferentes integrones en ba-
cilos gram negativos provenientes de animales como
primates (31), cerdos y peces (64), como asi también de
otros animales de zool6gico que podrian actuar como
reservorios de integrones clase 1y 2 (1). Estos datos, jun-
to con la descripcion de estos elementos en miembros del
género Salmonella aislados de animales, humanos y agua
de rio, entre otras fuentes (64), alertan sobre la disemina-
cién de la resistencia a antibiéticos y el problema en la
salud publica. Algunos autores postulan a las bacterias
gram positivas como los principales reservorios de
integrones clase 1 en granjas de gallinas (63).

Existen numerosos estudios y publicaciones que do-
cumentan el hallazgo de integrones provenientes de ais-
lamientos obtenidos en ambientes naturales como rios,
lagos, suelos, mares y otros lugares sin conocida expo-
sicién a antibidticos. Un trabajo realizado en un habitat
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natural y en ausencia de presion selectiva continua (en-
torno acuatico) mostré que la gran mayoria del bajo por-
centaje de bacterias gram negativas con integrones
(3,6%) aparecian sin casetes de resistencia integrados
(96). La amplia deteccion de estos elementos y de nue-
vas integrasas en diferentes poblaciones apoya la hip6-
tesis de que estas plataformas genéticas participan en la
emergencia de los integrones encontrados con tanta fre-
cuencia en aislamientos multirresistentes, en los que ac-
tdan, ademas, como reservorio de genes en casete (12,
66, 99).

LOS TUYOS, LOS MIOS Y LOS NUESTROS:
INTEGRONES DE RESISTENCIA LOCALES

Poco es lo que se ha estudiado sobre una base
epidemioldgica cierta sobre integrones de resistencia en
nuestro pais; sin embargo, se dispone de muchas publi-
caciones y presentaciones en las que se han descrito y
caracterizado los integrones presentes en los microorga-
nismos aislados, con caracteristicas peculiares.

En el &mbito clinico, se han efectuado algunos estu-
dios de relevancia de estas plataformas genéticas en
bacterias gram negativas. En particular, en un hospital
de la ciudad de Santa Fe, se han estudiado todos los
bacilos gram negativos recuperados en un determinado
periodo de tiempo, y se observé: 1- una mayor frecuen-
cia de integrones clase 1 que de clase 2 (4X), 2- la pre-
sencia simultanea de integrones clase 1y 2 en un mismo
aislamiento, 3- la ausencia de integrones clase 3, y 4-
una muy significativa asociacion entre la presencia de
estos elementos y la multirresistencia a antibioticos (79,
81, 82).

Tras realizar una recopilacion de los datos disponi-
bles, podemos enunciar que se han descrito en nuestro
pais un gran nimero de integrones clase 1 con una ex-
tensa variedad de arreglos de genes en casete, incluso
nuevas variantes alélicas de genes en casete, como por
ejemplo el casete aac(6’)-Ig en una cepa multirresistente
de K. pneumoniae aislada en Buenos Aires (15) y el
casete bla_,, .., en diferentes enterobacterias aisladas en
Santa Fe (80). Los integrones clase 1 fueron descritos
en muchas especies de enterobacterias y otros bacilos
gram negativos; los arreglos observados se resumen en
la Tabla 2, donde ademas se destacan las especies por-
tadoras y la ciudad de donde proceden los aislamientos.
Incluso, se han comunicado algunos integrones clase 1
gue carecen de 3'CS (29).

Asimismo, se describieron integrones clase 1 inusuales
o complejos y se caracterizo su estructura (Figura 4) como
asi también la parte del transposon o plasmido donde se
encontraban localizados. El mas estudiado fue aquel
asociado a la enzima CTX-M-2 (dado que es la B-
lactamasa de espectro extendido prevalente en Argenti-
na), razén por la cual se lo describié en diferente
enterobacterias (6, 27, 84), en V. cholerae (103) e inclu-
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Tabla 2. Arreglos de genes en casete que codifican mecanismos de resistencia descritos en integrones
clase 1 presentes en aislamientos clinicos de Argentina

Arreglos de genes en casete Especie Region Referencia
bacteriana
aadAl-orfP-orfP-orfQ-aadAl S. maltophilia BA (@)
aacA7-bla,. ,-aac(6’)-Ib-X- bla,, , P. aeruginosa NE (29)
aac(6’)-b-cr-bla,,, . -catB3-arr-3 K. pneumoniae BA (85)
aac(6°)-1b-bla,, ,-orfD S. Infantis y otras SF (27, 67)
P. mirabilis BA (6)
M. morganii BA (84)
V. cholerae SA (103)
ant(2")-la-ant(3")-la-orfD Salmonella spp. NE (67)
aac(6’)-Ib-aacA7-blag , P. aeruginosa NE (29)
blag,, ,,,-aac(6’)-1b E. coli SF (80)
E. cloacae SF (80)
C. freundii SF (80)
bla,,, ,- aac(6’)-Ib P. putida BA 2)
P. aeruginosa BA (68)
bla,,, ,,- aac(6’)-1b P. aeruginosa BA (68)
bla, - aac(6")-1b P. aeruginosa BA 'y NE (29, 86)
aac(6’)-lld-aadAla E. cloacae BA (85)
E. aerogenes BA (85)
C. freundii BA (85)
bla,,, ,,- aac(6’)-Ib P. aeruginosa BA (23)
dfrAl7-aadA5 E. coli SF (79)
aac(6’)-Ib-aadA1 C. freundii SFy BA (79, 85)
E. cloacae BA (85)
NE BA (5)
S. maltophilia BA (@)
aac(6’)-lg-aadA1 K. pneumoniae BA (15)
aadB-aadAl NE BA (5)
aacA4-bla,,, , C. freundii BA (5)
aadAla S. Typhimurium SFy NE (26, 67)
catB2 S. maltophilia BA (@)
aacA4 NE BA (5)
orfD NE BA (5)

NE: no especificado, BA: Buenos Aires, SA: Salta, SF: Santa Fe. X: casete 4 de funcién desconocida. Algunos genes que
codifican enzimas modificadoras de aminoglucésidos presentan nomenclatura alternativa; de los casetes descritos, po-

demos mencionar que aacA4 = aac(6°)-1b;, aadA = ant(3")-la; y que aadB = ant(2")-la.

so en Pseudomonas (99a). Se describieron elementos
relacionados con el Tn1696 y otros relacionados con
tranposones tipo Th1000 upstream 'y downstream del
integron inusual asociado a bla_,, .. respectivamente
(83, 103). En un aislamiento de E. coli recuperado en
Espafia, se hallo un integron similar que contiene bla_,, .,
en su estructura; contiene ademas elementos relaciona-
dos con Tn21 y carece de secuencias tipo Tn1000
downstream del integrén (115). Asimismo, se detectaron
otros integrones inusuales (Figura 4) asociados con re-
sistencia a trimetoprima (5) y a quinolonas (85).
Finalmente, varios arreglos de casetes fueron descri-

tos en integrones clase 2 (Figura 5). Como era de espe-

rar, la mayoria de las especies estudiadas presentan el
arreglo correspondiente al transposon Tn7. Estos fueron
descritos en diferentes enterobacterias, en algunos baci-
los gram negativos no fermentadores de glucosa y en
Helicobacter pylori (22, 79, 88). Dos nuevos arreglos en
integrones clase 2 han sido descritos en Argentina, uno
muy particular en A. baumannii, con 5 genes en casete y
el gen catB2 asociado a un sitio att/2 (pseudocasete)
como parte del arreglo (89), y otro con un Unico gen en
casete (sat2) en B. cenocepacia (90). Ademas de los ya
caracterizados, es de nuestro conocimiento que la ma-
yor variabilidad de nuevos arreglos fue descrita en A.
baumannii(sat2 solo, dfrAlsolo, dfrAl-sat2, sat2-aadAl-
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Figura 5. Arreglos en integrones clase 2 descritos en Argentina.

Estructura del transposon Tn7 (44, 109) y de distintos arreglos

publicados o presentados en Argentina (22, 79, 88-90). Las lineas de puntos en los genes tns implican que no fueron investigados

o detectados en todos los casos. En el grafico se mencionan las

orfX:1S26); incluso un casete infrecuente que codifica
resistencia a R-lactdmicos ha aparecido como parte de
un nuevo gran arreglo (88).

PARA DESTACAR

El grado del conocimiento sobre los integrones ha
cambiado enormemente en los Ultimos afios, ya que se
ha pasado de una etapa descriptiva a una funcional. Si
bien la informacién disponible en la actualidad es muy
amplia, todavia quedan puntos importantes por entender
e investigar. A pesar de ello, se pueden establecer algu-
nos conceptos generales que aluden a diferentes aristas
de este tema.

Cuando se evallan diferentes variables de estos ele-
mentos (integrones y superintegrones), como el grado
de movilidad y de distribucion filogenética, su frecuencia
en un grupo taxonémico dado, la cantidad de regiones
codificantes en casetes, la diversidad y el tamafio del
pool de genes en casete, el nimero de casetes asocia-
dos, la relacion de adquisicion o pérdida de casetes, su
capacidad para reconocer una alta variabilidad de se-
cuencias dianas de recombinacion y el grado de paralogia
en los arreglos observados; se explica desde una 6ptica
evolutiva como muchos microorganismos portadores de
integrones pueden cambiar y adaptarse rapidamente a
nichos ambientales diferentes e impredecibles. Esta fle-
xibilidad no s6lo contribuye a reclutar genes extrafios que
pueden, en Ultima instancia, dotar de una mayor aptitud
ala bacteria, sino que también le permite descartar genes
gue no le proveen una funcién importante.

especies bacterianas donde fueron descritos.

Si el andlisis se circunscribe al ambito clinico, se pueden
subrayar los siguientes items: 1- existe una alta frecuencia
de aislamientos clinicos con integrones asociados a resis-
tencia a antibiéticos, 2- el nimero de casetes de resistencia
presentes en un integron es variable (de uno a mas de cin-
c0), 3- existe una real versatilidad de arreglos de casetes
que codifican resistencia a diferentes familias de antibiéticos,
4- estan emergiendo nuevos genes en casete, sobre todo
de algunos implicados en mecanismos de resistencia con-
tra nuevos B-lactamicos o fluoroquinolonas, y 5- existen di-
ferentes variantes involucradas en la expresion de estos
mecanismos. Estos aspectos no deben desestimarse y par-
ticularmente deben alertar y comprometer a los profesiona-
les e investigadores que se desarrollan en el area de la
salud, para minimizar los posibles fracasos terapéuticos que
puedan sobrevenir.

Por otro lado, la frecuente movilizacion en bloque de
estos elementos asociados a resistencia (ya sea por trans-
posicién o conjugacién) y su estable permanencia en
varios linajes microbianos remarca no soélo su valor
adaptativo, sino también la posible seleccion y disemina-
cion de bacterias multirresistentes al administrar un agen-
te antimicrobiano (o al hacerlo en forma inadecuada).

Se debe destacar que estas plataformas genéticas no
quedan restringidas a aislamientos provenientes de dife-
rentes nosocomios, ya que también se han detectado en
aislamientos derivados de pacientes de la comunidad
procedentes de diferentes nichos ambientales, e incluso
de animales de granja, zooldgicos, mascotas, etc., y que
todos ellos pueden actuar como potenciales reservorios
para su diseminacion.
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Finalmente, ¢qué cabe esperar? Que los integrones

se tornen cada vez mas eficientes en el reclutamiento de
genes y que a su vez se asocien con estructuras cada
vez mas promiscuas, lo que llevara a la rapida emergen-
ciay diseminacion de microorganismos multirresistentes.
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