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RESUMEN
La resistencia antimicrobiana es un problema mundial de salud publica. La
transferencia horizontal de integrones permite la diseminacion de bacterias
multidrogorresistentes (MDR). Los integrones incorporan cassette de genes de
resistencia garantizando su expresion. Este estudio describe la resistencia
antimicrobiana, detecta y caracteriza los integrones de clase 1 y 2 en aislados
de Escherichia coli provenientes de nifios menores de dos afios con diarrea y
bacteremia. Para ello, se obtuvieron 355 aislados de E. coli de diarrea y
bacteremia de pacientes pediatricos de dos estudios previos recolectados
aleatoriamente: 129 E. coli enteropatogénica (EPEC), 90 E. coli
enteroagregativa (EAEC), 66 E. coli enterotoxigénica (ETEC) y 70 E. coli de
bacteremia. La presencia de genes de integrasa (int/) e integrones de clase 1
(Intl1) y 2 (Intl2) fue detectada mediante la reaccion en cadena de polimerasa,
los cassettes génicos fueron caracterizados por RFLP y secuenciamiento. Los
integrones solo de clase 1 fueron mas frecuentes vy asociados
significativamente con los aislados de bacteremia 31 % (22/70), en E. coli
diarreogénicas, EAEC fue la mas frecuente con 24% (22/90), seguido de EPEC
con 9% (11/129) y ETEC con 6% (4/66). La presencia de solo integrasa 2 fue
similar en EPEC 4% (5/129), EAEC 3% (3/90) y bacteremia 6% (4/70). Solo
ETEC presentd un aislado con ambos tipos de integrones. En total se
detectaron 15 cassettes génicos, 12 de clase 1 y 3 de clase 2, que confieren
resistencia a los aminoglucésidos (aadA71, aadA2, aadA5), a gentamicina /
tobramicina / kanamicina (aadB), a trimetoprima (dfrA1, dfrA5, dfrA7, dfrA12,
dfrA15, dfrA17), a cloranfenicol (catB3) y 1 ORF (marco de lectura abierta).
Solo en integrones de clase 2 se identificaron tres cassettes génicos de
estreptotricina acetiltransferasa (sat 7, 2 y 3) que confieren resistencia a la
estreptotricina. La mayoria de aislados con integrones 1 y 2 fueron
mutiresistentes. Aislados de bacteremia con integrones de tipo 1 presentaron
B-Lactamasas de Espectro Extendido en 59% (13/33). Por lo tanto E. coli
provenientes de heces y sangre en nifilos peruanos presentan multiresistencia y

albergan integrones de clase 1 y 2 con una variedad de genes cassetfte.

Palabras claves: bacteremia, casseffes génicos, Escherichia coli

diarreogénicas, integrones, mutirresistente, resistencia antibiotica.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is a global public health problem. The horizontal
transfer of integrons allows the spread of multidrug-resistant bacteria (MDR).
The integrons incorporate resistance gene cassette guaranteeing their
expression. This study describes antimicrobial resistance, detects and
characterizes class 1 and 2 integrons in Escherichia coli isolates from children
under two years of age with diarrhea and bacteremia. To do this, 355 isolates of
diarrhea and bacteremia E. coli were obtained from pediatric patients from two
previous randomly collected studies: 129 enteropathogenic E. coli (EPEC), 90
enteroagregative E. coli (EAEC), 66 enterotoxigenic E. coli (ETEC) ) and 70 E.
coli bacteremia. The presence of integrase (intl) and integron genes of class 1
(Intl1) and 2 (Intl2) was detected by polymerase chain reaction, gene cassettes
were characterized by RFLP and sequencing. Class 1 only integrons were more
frequent and significantly associated with 31% (22/70) bacteremia isolates, in
diarrheal E. coli, EAEC was the most frequent with 24% (22/90), followed by
EPEC with 9 % (11/129) and ETEC with 6% (4/66). The presence of only
integrase 2 was similar in EPEC 4% (5/129), EAEC 3% (3/90) and bacteremia
6% (4/70). Only ETEC presented an isolate with both types of integrons. In
total, 15 gene cassettes, 12 of class 1 and 3 of class 2, which confer resistance
to aminoglycosides (aadA1, aadA2, aadAb), gentamicin / tobramycin /
kanamycin (aadB), trimethoprim (dfrA1, dfrA5, dfrA7, dfrA12, dfrA15, dfrA17),
chloramphenicol (catB3) and 1 ORF (open reading frame). Only in class 2
integrons were three streptotricin acetyltransferase gene cassettes (sat 1, 2 and
3) conferring streptotricin resistance. The majority of isolates with integrons 1
and 2 were mutiresistant. Isolates of bacteremia with type 1 integrons showed
59% (13/33) of Extended Spectrum B-Lactamases. Therefore, E. coli from feces
and blood in Peruvian children have multiresistance and house class 1 and 2
integrons with a variety of cassette genes.

Key words: bacteremia, gene cassettes, diarrheogenic Escherichia colli,

integrons, mutirresistant, antibiotic resistance.



. INTRODUCCION

Una de las principales causas de muerte en nifios menores de 5 afios de edad
en el mundo es la diarrea (Steel, 2017). Escherichia coli es una de los
principales agentes causales de diarrea en este grupo etario (Torres, 2016). En
paises desarrollados la bacteremia representa la mayor causa de muertes, y
nuevamente E. coli es uno de los principales agentes patégenos bacterianos
Gram-negativos involucrados (Martin y col., 2003; Laupland y col., 2008). Tanto
E. coli extraintestinales provenientes de bacteremia como las diarreogénicas
presentan altos niveles de resistencia a los antibioticos (Vila y col., 1999; Martin
y col., 2003; Pons y col., 2014; Palma y col., 2016), esto ha complicado el
tratamiento y cura efectiva de las infecciones causadas por estos patégenos
frecuentes.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) ha disefiado un plan mundial
sobre resistencia a los antimicrobianos en el que se establecen 5 objetivos,
dentro de los cuales el objetivo 2 plantea fortalecer los conocimientos y la base
cientifica a través de la vigilancia y la investigacion para contrarrestar la crisis a
causa de la generacion de nuevas bacterias potencialmente resistentes a los
farmacos y su diseminacion (OMS, 2016). La resistencia antimicrobiana lleva
consigo efectos cruciales como una prolongacién y complicacién de la
enfermedad que, eventualmente, podria desencadenar en la muerte. Solo en
Estados Unidos y Europa, mas de 50.000 personas mueren al aino por esta
causa (ISGlobal, 2017). En la India, cerca de 60.000 recién nacidos mueren
por infecciones con bacterias resistentes a los antibidticos existentes
(Laxminarayan y col., 2013). Como consecuencia estos pacientes suelen tener
un tratamiento complicado con estancias prolongadas, produciendo asi un
impacto econdmico en el sistema de salud del pais. Por ejemplo, en el Viejo
Mundo, se produce un gasto de hasta 1.500 millones de euros al ano (KPMG,
2014). El Peru no es ajeno a este fendmeno. Ochoa y col., 2009, han descrito
la resistencia en E. coli diarreogénicas y concluyen que la presencia de
resistencia antimicrobiana refleja la alta exposicidon a antibiéticos en pacientes
con gastroenteritis. Similarmente, Garcia y col. (2012) han reportado
preocupantes niveles de resistencia en cepas bacteriemicas de E. coli.

Reportes internacionales que buscan concientizar sobre la importancia de la

7



resistencia a los antibiéticos han informado que si este fendbmeno continua
aumentando, el numero de personas que moriran por esta causa en el afo
2050, podria ser diez veces mas alto que ahora, pudiendo alcanzarlos 10
millones de personas al afno, superando las cifras de los fallecidos por cancer,
diabetes y otras enfermedades en la actualidad, asi mismo el costo econdmico
de 100.000 millones de dolares (O’neill, 2016) (Figura 1).

Colera
100,000 - 120,000

Diabetes
1,5 millones

Enfermedades diarreicas
1,4 millones

Sarampion
130,000

Accidentes de tréfico
1,2 millones

Tétanos
60,000

Céncer
8,2 millones

AMR en la actualidad AMR en 2050
700,000 10 millones
(estimacion baja)

Figura 1. Muertes atribuibles a la resistencia antimicrobiana y a otras
enfermedades en el 2050. Tomado de ISGlobal (2017).

Este fendmeno global tiene sus origenes en los mecanismos de resistencia
bacteriana que han ido evolucionando impresionantemente (Davies y col.,
1994; Hart, 1998). Las poblaciones de bacterias con caracteristicas de
resistencia similares, en organismos y ecosistemas notoriamente distantes y
diferentes, presumen algun efecto de flujo genético entre ellas (Levys, 1986;
Doucet-Populaire y col., 1992; Salyersa y Amabile-Cuevas, 1997; Courvalin,
1994; Levys, 1997). En efecto, procesos como la transformacién (Cohens y



col., 1972), conjugacién (Zatyk & Thomasac, 1998) y transduccion (Thompson,
1994) permiten la adquisicién y diseminacion de genes de resistencia.

Este proceso de propagacion involucra un mecanismo interesante
denominado transferencia lateral de genes (LGT, por sus siglas en inglés
“Lateral Genetic Transfer”) (Frost y col.,, 2005) que mediante elementos
genéticos moviles, como secuencias de insercion (Partridge y col., 2009),
transposones (Salyers y col., 1995) y los integrones con sus cassettes
genéticos de resistencia (Stokes & Hall, 1989) son capaces de moverse dentro
o entre moléculas de ADN, y aquellos que son capaces de transferirse entre
células bacterianas, como plasmidos (Amabile-Cuevas & Chicurelm, 1992),
asegurando su acervo genético.

Entonces, es facil de comprender que este fendmeno, desde la adquisicidon
de genes de resistencia hasta los estudios de la vigilancia epidemiolégica,
deben ser considerados segun region geografica. Por ello, este trabajo es
importante porque radica en la identificacién y deteccion de elementos moviles
como los integrones de clase 1 y 2 que no han sido estudiados aun en aislados
de E. coli en el Peru, ademas se caracterizan los cassettes genéticos mediante
métodos moleculares y se interpreta el perfil de la resistencia antimicrobiana en
aislados de E. coli provenientes de ninos menores de dos afos con diarrea y
bacteremia. Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran la
presencia de genes de resistencia circulantes en nuestro pais albergados en
elementos genéticos como los integrones y da paso al primer reporte de

elementos moviles en aislados peruanos de E. coli.



Il. ANTECEDENTES

E. coli es una bacteria Gram negativa anaerdbica facultativa en forma de bacilo
corto y que forma parte de la microbiota del intestino grueso de los seres
humanos y otros mamiferos (Nataro & Kaper, 1998). Aunque E. coli
usualmente permanece en el lumen intestinal sin perjudicar al hospedero,
ciertas cepas de esta especie pueden causar un amplio espectro de
enfermedades intestinales y extraintestinales en humanos y otros animales
(Kaper y col., 2004). En base a las caracteristicas clinicas y genéticas se ha
clasificado a E. coli en tres grandes grupos: E. coli comensal, E. coli patogénica
intestinal (entérica o diarreogénica) y E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC)
(Russo & Johnson, 2000) (Figura 2).

Brain: NMEC

Bloodstream:
UPEC and NMEC

Large bowel:
EHEC, EIEC and EAEC

t— Kidney: UPEC
- Small bowel: EPEC,

-\
KG \ \\ ’/ETEC.DAECandEAEC

Bladder: UPEC

Nature Reviews | Microbiology

Figura 2. Sitios de colonizacion patogénica de Escherichia coli. E. coli
diarreogénicas como EPEC, ETEC, DAEC, EHEC, EAEC y EIEC pueden colonizar el
intestino delgado y grueso segun corresponda. “E. coli” uropatogénica (UPEC) puede
causar cistitis y pielonefritis. La septicemia puede ocurrir tanto con la UPEC como con
“E. col’” de meningitis neonatal (NMEC). Tomado de Croxen & Finlay, 2010.
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21 E. coli diarreogénicas (DEC).- Son cepas causantes de infecciones
entéricas e incluye patégenos emergentes de relevancia en la salud publica a
nivel mundial. Se han descrito diversas E. coli diarreogénicas, que difieren en
sus factores de virulencia (Nataro & Kaper. 1998). Estos factores de virulencia
permiten clasificar a las cepas DEC (por sus siglas en inglés “Diarrhoeagenic E.
col’) en 6 diferentes patotipos: E. coli enterotoxigénica (“Enterotoxigenic E. coli
“/lETEC), E. coli enteropatogénica (“Enteropathogenic E. col’/EPEC), E. coli
productora de toxina Shiga (“Shiga toxin producing E. col'/STEC), E. coli
enteroinvasiva (“Enteroinvasive E. coli’/lEIEC), E. coli enteroagregativa
(“Enteroaggregative E. col’/EAEC), E. coli de adherencia difusa (“Diffusely
Adherent E. col’/DAEC) (Kaper y col., 2004) y E. coli adherente invasor
(“adherent invasive E. coli’/AIEC), las cuales se han asociado a patologias
inflamatorias intestinales como la Enfermedad de Crohn (Martinez-Medina &
Garcia-Gil., 2014).

2.2. E. coli extraintestinal (ExXPEC).- Estas cepas son denominadas
EXPEC por ser responsables de muchas enfermedades fuera del tracto
gastrointestinal. Las infecciones extraintestinales comunes causadas por
EXPEC abarcan infecciones al tracto urinario, meningitis neonatal y sepsis.
Ademas, E. coli es capaz de causar infecciones intra-abdominales, neumonia
nosocomial, celulitis, osteomielitis e infecciones de heridas abiertas (Johnson &
Russo, 2002). Varios genes de virulencia se han relacionado con la
patogenicidad de EXPEC. Entre estas se incluyen toxinas, adhesinas,
lipopolisacaridos, proteasas e invasinas que se codifican con frecuencia por
islas de patogenicidad y otras islas méviles de ADN (Croxen & Finlay, 2010). E.

coli provenientes de bacteremia son consideradas ExPEC.

2.3. Resistencia antibidtica de E. coli.- Varios estudios de vigilancia
muestran que tanto EXPEC como DEC presentan resistencia a los antibioticos
como ampicilina, trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina, cloranfenicol, acido
nalidixico, fluoroquinolonas y ultimamente, cefalosporinas (Saenz y col., 2004).
Estos estudios incluyen a nuestro pais (Ochoa y col., 2009; Garcia y col., 2012;
Pons y col., 2014; Mosquito y col., 2015), demostrando asi la complicacion en

el manejo antimicrobiano en microorganismos clinicamente relevantes,
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producto de la expresidén simultanea e incluso coordinada de multiples genes
gue expresan mecanismos de resistencia, los cuales pueden ser naturales o

adquiridos (Livermore y col., 2007).
2.3.1. Resistencia intrinseca y adquirida.-

La resistencia natural (intrinseca) es propia de cada familia, especie o grupo
bacteriano, en donde los mecanismos son determinados genéticamente. Un
ejemplo importantes es la resistencia a vancomicina que poseen todos los

microorganismos Gram negativos (Cox & Wright, 2013).

Por el contrario, la resistencia adquirida es la adopcion de un(os) gen(es) de
resistencia que no pertenece(n) a la naturaleza original de una determinada
especie bacteriana. Se presenta por cambios puntuales conocidos como
mutaciones en el ADN o por adquirir plasmidos, transposones, integrones
conocidos como elementos genéticos moviles (Blair y col.,, 2015). Como
ejemplo de la resistencia natural se encuentran las mutaciones en los genes
que codifican las proteinas denominadas porinas. Esto tiene como
consecuencia el bloqueo del ingreso del antibidtico al interior del
microorganismo. Mientras que, para la resistencia adquirida, un ejemplo claro y
muy frecuente es la adquisicion de una betalactamasa de espectro extendido
debido a la incorporacion de algun plasmido que alberga algun gen que permita
la expresion de una enzima que hidrolice los betalactamicos.

Esta resistencia adquirida puede conseguirse por tres procesos basicos
implicados en la transferencia horizontal de genes: transformacion,
transduccion y conjugacion. (Stokes & Gillings, 2011; Huddleston y col. 2014;
von Wintersdorff y col. 2016).

2.3.2. Mecanismos de resistencia bacteriana

En la actualidad se ha descrito una gran variedad de mecanismos de
resistencia a antimicrobianos. Asi, en Escherichia coli se han descrito
alteraciones cromosomales, como presencia de cambios aminoacidicos
puntuales en las dianas, que previenen la unién del antibiético (o en el caso de

las alteraciones en NfsA o NfsB, que impiden se active el antibiético),
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problemas de acumulacion del antibidtico en el interior bacteriano debidos a
descensos en la permeabilidad o a incrementos de expulsion activa, sistemas
para modificar e inactivar el antibidtico o desarrollo de vias alternativas a la
bloqueada por el antibidtico entre otros mecanismos de resistencia (Tabla 1).
De hecho, se conocen mecanismos de resistencia para todos los

antimicrobianos introducidos en la practica clinica o veterinaria.

Tabla 1: Principales mecanismos de resistencia a antimicrobianos

presentes en Escherichia coli.

Mecanismo Ejemplo [Antibiético]
| Acceso del antibiético a su diana
| Permeabilidad | OmpF (Mdltiples)
1 Expulsién Activa* 1 AcrAB-TolC (Multiples); mef(A) [macrdlidos];

gepA [fluoroquinolonas]; bombas tipo tet
[tetraciclinas]

Proteccion de la Diana gnr (quinolonas)

Accion sobre el antimicrobiano

Modificacion / Inactivacion arr [rifampicinas]; B-lactamasas [B-lactamicos];
EMAGs [aminoglucésidos]; floR [cloranfenicol];
mph(A) [macrolidos]

Modificacion de la diana

Mutaciones puntuales NfsA/NfsB [Nitrofuranos]; RpoB [rifampicina];
Topoisomerasas tipo Il [quinolonas]; 23S rRNA
[macrdlidos, cloranfenicol];

Modificaciones post- erm(B) [macrélidos]
transcripcion

Desarrollo de vias metabolicas alternativas

Vias alternativas dfr [trimetoprima]

* Ya sea por incremento de expresion o actividad de bombas de expulsién cromosomales (ej: AcrAB-TolC)
o por la adquisicion de bombas de expulsion transferibles (ej: mef(A), gepA,; tet(A)

La lista de ejemplos no es exhaustiva

EMAG: Enzima modificante de aminoglucésidos (uno de ellos la AAC(6')Ib-cr también afecta algunas

fluoroquinolonas).

13



2.4 Transferencia lateral u horizontal de genes.-

Uno de los factores mas importantes en el desarrollo de la resistencia a los
antibidticos es la notable capacidad de las bacterias para compartir recursos
genéticos a través de la transferencia lateral de genes. La LGT requiere que al
menos dos procesos independientes se produzcan: (1) el movimiento fisico de
ADN vy (2) la incorporacién en el genoma receptor para permitir la herencia
estable y pasar a formar parte de su acervo genético (Frost y col., 2005). Cada
uno de estos dos pasos puede ocurrir a través de un numero relativamente
pequefo de mecanismos. El movimiento fisico 0 mecanismo de transferencia
puede producirse por conjugacion, transduccion o transformacion; mientras que
el mecanismo de incorporacién de ADN puede realizarse por recombinacion
homologa, transposicion y recombinacion especifica de sitio (Thomas &
Nielsen, 2005). Un resultado exitoso de transferencia requiere de al menos uno

de los procesos de movimiento y uno de incorporacion (Tabla 2).

Tabla 2. Las fuerzas colectivas que impulsan la transferencia horizontal o

lateral de genes.

Mecanismo de Mecanismos de Elementos moéviles(*)

transferencia integracién

Conjugacién 1.Replicacién autbnoma Plasmidos? (1)

Transformacion 2. Transposicion Transposones (2)

Transduccion 3.Recombinacion sitio- Secuencia de insercién (2)
especifica Elementos de integracion y

4.Recombinacién homoéloga conjugacion (3)
cassettes génicos (3)

Integrones® (3 y 4)

Un evento de LGT exitoso requiere la accion de al menos un mecanismo de transferencia y un
mecanismo de integracion. (*) Los niumeros entre paréntesis identifican el principal mecanismo de
incorporacion. 2Los plasmidos y los elementos de integracidon y conjugacion son también agentes de
transferencia génica porque pueden mover genes entre células por conjugacion, asi como integrarlos.

b Los integrones carecen de la capacidad de movilidad auténoma, sin embargo, se han asociado con
transposones y plasmidos (o ambos). Entonces, la recombinacion homodloga puede considerarse un
mecanismo integrador para cualquiera de los elementos enumerados (Tomado de Stokes & Gillings,
2011).
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2.5 Elementos genéticos moviles.-

La captura, acumulacion y diseminacion de los genes de resistencia se
deben en gran medida a las acciones de los elementos genéticos moviles, un
término usado para mencionar a los elementos que realizan la movilidad
inetracelular del ADN, un ejemplo importante son los integrones (In),
secuencias de insercion (IS) y los transposones (Tn) o los que permiten la
movilidad intercelular del ADN permitiendo el mantenimiento en el genoma
receptor (por ejemplo, un plasmido entre bacteria y bacteria) (Frost y col., 2005;
Partridge y col., 2009)

Una secuencia de insercion (IS) Son elementos transponibles pequefios
(de 1000 pb., o menos), dotadas en sus extremos de terminales inversamente
repetidos, de unos 15 a 25 pb, junto con uno o dos genes que codifican una
transposasa (una proteina con actividad de recombinasa). Basandose en un
reconocimiento especifico del sitio, las IS llevan un gen de resistencia, por
ejemplo un gen de betalactamasa, y su secuencia promotora durante la

transposicién (Siguier y col., 2006) (Figura 3).

DNA
5 ATCCGGT.. .. .ACCGGAT 3
3’ TAGGCCA.. . TGGCCTA 5
\ A PN J
Y Y Y
Repeticiones tnpA Repeticiones
invertidas Transposasa invertidas

Secuencia de insercion

Figura 3. Estructura de una secuencia de insercidn. Secuencia que posee
dos repeticiones invertidas que flanquean los genes necesarios para su

transposicion: tnpA (transposasa) (Modificado de Di Conza, 2013).
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Un transposon es una forma de IS mas complejo (desde casi 3.000 pb
hasta mas de 20.000 pb). Son elementos genéticos transponibles los cuales
albergan genes que pueden ser de resistencia, virulencia, etc. y por lo tanto,
son capaces de llevar mas de un determinante genético. Cuentan con la
ventaja de ser translocados entre de un cromosoma , entre cromosomas o de
un cromosoma a un plasmidos debido a que cuenta con un sistema de

recombinacién propia (Figura 4).

Gen de resistencia

Secuencia de insercion antibiética Secuencia de insercién
A A A

4 V Y \
5 I I I 3
L 5'

Repeticiones Transposasa

invertidas
Repeticiones Repeticiones
directas directas
Transposon

Figura 4. Estructura de un transposoén de resistencia antimicrobiana.
(Modificado de Russell, 2002).

Los plasmidos son moléculas circulares de ADN de doble cadena que se
replican de forma auténoma en una célula huésped. Varian en longitud de unos
pocos a varios cientos de pares de kilobases (Carattoli, 2013). Contienen
genes que son esenciales para las funciones de mantenimiento de los
plasmidos, tales como la iniciacion y el control de la replicacion (Figura 5).
Algunos contienen genes que controlan los rasgos que garantizan una herencia
estable durante la division celular o transferencia genética. Muchos plasmidos
contienen genes que controlan la resistencia a los farmacos, degradacién de
compuestos organicos y factores de virulencia, incluyendo la produccion de
toxinas. Estos tipos de genes se localizan con frecuencia dentro de
transposones, y esto ha creado una gran cantidad de variacién y flexibilidad en

la constitucion de los plasmidos (Couturier y col., 1988).
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Un plasmido de resistencia antibidtica o plasmido R, es cualquier plasmido que
lleva uno o mas genes de resistencia a los antibioticos, entre estos se
encuentran comunmente las  cefalosporinas, fluoroquinolonas vy

aminoglucosidos (Bennett, 2008).

'Tn9

R100
(94281bp)

Genes de resistencia
antibiodtica:
Mercurio
Sulfonamida
tet Amonio cuaternario
genes B Aminoglucésidos

M Cloranfenicol
. Tetraciclina

Tn10

Figura 5. Mapa genético de un plasmido de resistencia (R100). cat: gen de
resistencia a cloranfenicol, str: gen de resistencia a estreptomicina, sul: gen de
resistencia a a sulfonamida, mer: gen de resistencia al ion mercurio, IS:

secuencia de insercion (Modificado de Nikaido, 2009).
2.6 Integrones

El mejoramiento de los métodos de secuenciacion junto al analisis
computacional permitieron reconocer nuevas plataformas genéticas, hoy
conocidas como integrones (Boucher y col., 2007; Cambray y col., 2010). Un
integron se denomina a una unidad genética que se constituye por un sistema
de recombinacion especifico de sitio, capaz de captar e integrar cassette de
genes. Los transposones, secuencias de insercion y plasmidos conjugativos
son plataformas que en asociacién con los integrones, sirven como vehiculos
principales para la propagacion de genes de resistencia antibidtica intra e inter-
especies (Hall & Collis, 1995).
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2.6.1 Estructura de un integrén

Los integrones se describieron inicialmente a finales de la década de 1980
(Stokes & Hall, 1989). Stoke y Hall observaron que las secuencias de ADN con
genes de resistencia curiosamente presentaban tres regiones particulares en
su estructura basica: dos regiones o secuencias conservadas (SC) y una region
variable (RV). Las dos SC se encuentran por una parte en el extremo 5’
conservado (denominado,5’SC) de 1,36 kb y en el extremo 3’ conservado
(denominado, 3'SC) de 2 kb (Figura 6).

En tanto, la RV esta conformada por tres elementos esenciales: una regién
conservada que codifica una integrasa (intl), seguido por un fragmento donde
se da lugar a la recombinacién sitio-especifico (aftl) y finalmente un promotor
(Pc) que permite la expresidn de los cassettes genéticos integrados, es posible

qgue en algunos casos se encuentre un segundo promotor mas fuerte, P2.

5-SC RV 3°-SC
Pc
P2
e
P

Figura 6. Estructura general de un integron. 5-SC: Segmento conservado 5’
(5’-SC), 3’-SC: Segmento conservado 3’ (3’-SC), RV: region variable (ubicacién
de los cassettes genéticos), intl: fragmento que codifica la enzima integrasa,
Pintl1: Promotor que dirige la expresion de la integrasa, Pc: promotor que
permite la expresion de los cassettes genéticos y P2: segundo promotor mas
fuerte, attl: secuencia de recombinacion a la que se unen los genes cassette
(Modificado de Di Conza & Gutkind, 2010).
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Integrasa.-

Definido por la presencia de un gen intl de aproximadamente 1 kb ubicado en la
region conservada, codifica una proteina tirosina recombinasa. La integrasa
cataliza la recombinacién en el lugar de recombinacién especifico (attl) y el sitio
de recombinacién del cassette genético (attC), dirigiendo y permitiendo la
integracidon o eliminacion del cassette de resistencia en la region variable del

integron (Gonzalez y col., 2004) (Figura 6).
Sitio de recombinacion.-

Para permitir la integracion de los genes cassette de resistencia, los integrones,
cuentan con una zona continua al gen intl conocido como el sitio de
recombinacion especifica de sitio, attl, en el que se integra el cassette genético
que es reconocido por esta secuencia de la integrasa (Di Conza & Gutkind,
2010), constituido por 65 pb y que involucra 2 regiones, una de union fuerte y

otra de unidn débil de la integrasa (Recchia & Sherratt, 2002).
Promotores.-

Situado rio arriba (upstream) del sitio de integracién, el promotor (Pc) es
necesario para la transcripcion y expresion eficaz de los cassettes genéticos
insertados corriente abajo (downstream) (Domingues y col., 2012). Tambien es
posible la existencia de un segundo promotor mas fuerte, denominado P2.
Aunque se supone que el promotor Pc forma parte de todas las clases de
integrones, su presencia y actividad no se ha demostrado para todos ellos
(Levesque y col., 1995). Entre intl y attl se encuentra Pi, importante promotor

para la expresion de la integrasa (intl) (Recchia & Sherratt, 2002) (Figura 6).

Cassettes genéticos.-

Los integrones han adquirido importancia en el estudio de la resistencia
antimicrobiana debido a que pueden integrar o escindir uno o varios genes
exégenos conocidos como cassettes genéticos que codifican proteinas
particulares de resistencia a los antimicrobianos, dando paso a la
multirresistencia (Sabaté & Prats, 2002). Si observamos al detalle la estructura
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de este cassefte genético, observaremos que es un gen asociado con un
elemento de 59 pb (sitio affC) que permite que el gen se incorpore a un
integron mediante la enzima integrasa. La figura 7, muestra el esquema del
proceso mediante el cual se insertan repetidamente cassettes de genes
circulares de resistencia a compuestos antibacterianos son muy variados
incluyendo genes de resistencia a aminoglucésidos (Reyes y col., 2003),
trimetoprima (Ho y col., 2009), sulfonamidas, tetraciclinas (Vinué y col., 2008),
rifampicina (Tribuddharat & Fennewald, 1999), eritromicina (White y col., 2001),
estreptomicina (Sandvang, 1999), quinolonas (Mammeri y col., 2005) y hasta
betalactamicos (Poirel y col., 2009). También, confieren resistencia a los
antisépticos y desinfectantes (Paulsen, 1993). Un integrén puede albergar uno
o varios genes cassette (Partridge y col.,, 2009). Como se ha indicado
usualmente carecen de promotor, por lo que la eficiencia de la transcripcion
decrece conforme se alejan de Pc (y en su caso de P2) (Kaushik y col., 2018).
Una excepcion a esta regla seria por ejemplo los genes qnrVC cuyos gene

cassettes pueden poseer un promotor propio.

El tamano de un integrén simple, es decir, sin genes cassette incorporados y
con los elementos basicos mencionados anteriormente, suele tener un tamafio
aproximado de 1,1 kb. (Sabaté & Prats, 2002).

20



Cassette transcript

l-rw
. *—J—-D-)

Cassette 1
+
@ Cassetie 2
()
|I n I
A

N {_r’ o P —

Cassette 2 Cassette 1

etc....

Figura 7. Mecanismos de captura de genes mediada por los integrones y
el modelo para el intercambio de cassettes genéticos. attl: sitio de
recombinacion especifica de sitio en un integron rio abajo (downstream), Pc:
promotor fuerte en el integrén, intl: gen codificante de la integrasa, Intl:
integrasa, attC: sitio de recombinacién en el gen cassette (Tomado de Cambray
y col., 2010).
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2.6.2 Clases de integrones.-

Segun la secuencia de su integrasa, los integrones se han clasificado en
integrones de clase 1, clase 2 y clase 3 (Domingues y col., 2012, Yang vy col.,
2009).

Integrones de clase 1.

Son detectados con mas frecuencia en cepas clinicas. Esta constituido por
una secuencia conservada 5-SC, a continuacidén una region variable con genes
cassettes captados y una zona conservada denominada 3-SC formada por 3
genes: uno que codifica la enzima integrasa (/nt/1),otro de resistencia a
compuestos de amonio cuaternario(qacEA1) y otro a sulfamidas (sul1). Estos
dos ultimos genes de resistencia no son cassettes, sino que se encuentran fijos
en el integron (Figura 8) (Bennett, 1999). No obstante, se han descrito tanto
integrones atipicos, que carecen la regién 3-SC, como integrones compuestos
que poseen una segunda region variable tras el extremo 3-SC, donde
incorporan nuevos genes de resistencia que finaliza asimismo en un nuevo
extremo 3- SC (Hall & Collis, 1998; Hall, 2012).

El integrén de clase 1 es el mas comun entre las bacterias clinicas y sigue
siendo el foco de numerosos estudios (Barlow y col., 2004). Esta clase de
integrones no es auto-moévil y se le ha relacionado directamente con los
transposones de tipo Tn402 y con la familia Tn3 (Tn27 o Tn1696) (Recchia &
Hall, 1997; Rowe-Magnus & Mazel, 2001).

Se ha estudiado el integrén de clase 1 en diversos microorganismos, entre los
que se encuentran bacterias Gram negativas clinicas: Acinetobacter
Aeromonas, Alcaligenes, Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Mycobacterium, Providencia,
Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella, Stenotrophomonas y Vibrio
(Stokes y col., 1997; Rowe & Mazel, 2001; Tauch y col., 2002; Ramirez y col.,
2005; Crowley y col., 2008; Partridge y col., 2009; Xu y col., 2009). Su
incidencia y prevalencia ha sido reportada entre 22 y 59 por ciento. Los
integrones de clase 1 no han sido estudiados aun en el Peru en aislados de E.
coli.
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5-SC Pc | p2 3’-SC

dfr, aad, bla, cat,......

SO " sull 4

P intl1 cassette 1 cassette 2

Figura 8. Estructura general de un integréon de Clase 1. 5-SC: Denominado
Segmento conservado 5’ (5’-SC), 3’-SC: Segmento conservado 3’ (3'-SC), RV:
region variable (cassettes genéticos), int/1: gen de la enzima integrasa de clase
1, Pc y P2: secuencia de promotores de cassettes genéticos, aftl1: secuencia
de recombinacion, gacEA1: gen que codifica resistencia a amonio cuaternario,
sul1: gen que codifica resistencia a sulfonamidas (Tomado de Gonzalez y col.,
2004).

Integrones de clase 2.

Integrén relacionado al transposén de la familia Tn7 y sus derivados,
tales como Tn1825, Tn1826 y Tn4132 (Deng y col., 2015). El segmento 5’
conservado (5’-SC) consta de un gen intl2 denominado integrasa de clase 2, a
continuacién un sitio de recombinacion att/2 y finalmente el promotor Pc (Xu y
col., 2009), mientras que su segmento 3’ conservado (3’-SC) esta conformado
por cinco genes tns (tnsA, tnsB, tnsC, tnsD, tnsE) que sirven para el
movimiento del transposon e integron de clase 2 a través de una insercidn
preferencial en un sitio unico dentro de los cromosomas bacterianos (Senda y
col.,1996; Hansson y col.,2002 ; Labbate y col., 2009) (Figura 9). Cuando se
comparo la secuencia de aminoacidos de las integrasas de tipo 1 y 2, se
observé que la int/2 cuenta con una identidad del 40% con Int/1 (Recchia y col.,
1995). Sin embargo, a pesar de contar con secuencias conservadas, en los
ultimos anos, integrones de clase 2 han presentado nuevas variaciones en
Providencia stuartii (Barlow & Gobius, 2006) y en E. coli (Marquez y col., 2008).
Ademas, han sido comunmente reportados en algunas especies de organismos
Gram negativos como Acinetobacter, Enterobacteriaceae, Salmonella,
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Pseudomonas, Proteus vulgaris y Proteus mirabilis con un bajo porcentaje de
aparicion y prevalencia comparando con los integrones de clase 1 (Clark y col.,
1999; Ramirez y col., 2005; Crowley y col., 2008; Machado y col., 2008;
Macedo-Vifas y col., 2009; Xu y col., 2009).

La estructura clasica de los cassettes genéticos en integrones de la
clase 2 incluye la dihidrofolato reductasa (dfrA1), la estreptotricina
acetiltransferasa (satf) y la aminoglucésido adeniltransferasa (aadA7), que
confieren resistencia al trimetoprima, estreptotricina y estreptomicina /
espectinomicina, respectivamente (Labbate y col., 2009).

Datos locales en referencia a los integrones de tipo 2 y cassettes

genéticos no han sido reportados aun.

intl2” etti2 dfrAl  sat2 aadAl  orfX  insE thsD  tnsC  tnsB  nsA

Clase 2

Figura 9. Estructura general de un integron de Clase 2. Se presenta en
colores las regiones conservadas y en blanco las regiones variables. En rojo se
marca la region 5'SC (el asterisco en intl2 * indica que es un pseudogen) y en
azul la regidn 3'SC. Se respetd la region variable presente en el Tn7. (Tomado
de Di Conza & Gutkind, 2010).

2.7. Integrones en cepas de E. coli diarreogénicas y procedentes de

pacientes con bacteremia

A nivel mundial, los estudios identificando integrones en E. coli
diarreogénicas han sido mas frecuentes. De esta manera, 96 aislados de E. coli
enterohemorragica (EHEC) aisladas de humanos, ganado y alimentos de
diferentes serogrupos presentaron una alta resistencia a mas de un antibiético
y se identificaron 6% (17) con integrones de clase 1 (Morabito y col., 2002).
Otros patotipos de E. coli han sido analizados también; entre ellos, 10 cepas de
E. coli enteroinvasiva (EIEC) y 25 enteroaggregativa (EAEC) aisladas de

pacientes senegaleses resistentes a por Io menos dos antibidticos; y se obtuvo
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40% (4) EIEC y 60% (15) EAEC que albergan integrones de clase 1 (Gassama
y col., 2004).

E. coli extraintestinales, como las provenientes de sangre, también
presentan integrones. Asi, en un hospital espafiol durante el afio 2007, aislaron
135 cepas de E. coli a partir de hemocultivos. De ellas, el 40% (54 cepas)
albergaban integrones (Vinué y col., 2010). Zeighami y colaboradores
realizaron un estudio en Iran donde analizaron 200 aislados de E. coli
uropatogénicas (UPEC) y diarreogénicas (DEC). De estos, 96% (192/200)
aislados presentaron resistencia por lo menos a un antibiético. Asimismo,
92.5% de aislados presentaron integrones con diferencias significativas en la
presencia de integrones entre las DEC y las UPEC. Asi, en DEC el 94% y 8%,
presentaron integrasa de clase 1 y 2 respectivamente. En cambio, en las
UPEC, el 87% albergaba el gen de la integrasa de clase 1y 7% tenia el gen de

la integrasa de clase 2 (Zeighami y col., 2015).

En nuestro pais, Sulca (2010) identificé y caracterizo los integrantes y su
asociacion con la resistencia antimicrobiana en aislados de Vibrio spp.
recolectados en ambientes marinos contaminantes en Lima, este trabajo hallé
solo una integrasa en una cepa de V. cholerae L22 (Sulca, 2010). Otro estudio,
analizando E. coli diarreogénicas provenientes de nifios peruanos analizo los
mecanismos de resistencia en 154 aislados donde la integrasa de tipo 1 fue la
mas frecuente (9,1 %), en comparacion con la integrasa de tipo 2 (6,4 %)
(Mosquito y col, 2010). Sin embargo, no fueron descritos ni caracterizados los

cassettes genéticos que podrian estar involucrados.

Este estudio provee informacién novedosa de uno de los principales
elementos genéticos moviles que permiten la diseminacién de la resistencia
antibacteriana, adicionalmente intenta explicar la presencia de cepas
multirresistentes, producto de la posible coleccion de genes que albergan estas
plataformas. Conocer esta informacidén permitira concientizar a la poblacién con
respecto al uso racional de antimicrobianos, al personal de salud les permitira
conocer como las bacterias pueden diseminar la resistencia antimicrobiana y a

los investigadores les permitira considerar en futuros estudios el efecto de
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estos elementos genéticos en la diseminacion. En nuestro pais, pocos estudios
se han realizado para conocer la presencia de las cepas circulantes con estos
elementos moviles y su asociacion con la resistencia antibidtica. Por lo tanto,
en el presente trabajo se describe la resistencia antimicrobiana y se caracteriza
los cassettes genéticos que se albergan en cepas de E. coli provenientes de

nifios menores de dos afios con diarrea y bacteremia.
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. HIPOTESIS

Los aislados de E. coli de bacteremia y diarrea en nifios menores de dos afos

de Lima presentan integrones asociados a la Resistencia Antimicrobiana.

IV. OBJETIVOS

Objetivo general:

Identificar y caracterizar los integrones asociados a la resistencia
antimicrobiana en aislados de E. coli provenientes de nifios menores de dos

afoscon diarrea y bacteremia de Lima, Peru.

Objetivos Especificos:

e Identificar la presencia del gen de la enzima integrasa de clase 1y 2 en
aislados de E. coli provenientes de bacteremia y diarrea.

e Caracterizar las regiones variables (cassettes genéticos) que albergan
los integrones de clase 1 y 2 en aislados de E. coli provenientes de
bacteremia y diarrea

e Determinar la resistencia antibidtica en los aislados de E. coli

provenientes de bacteremia y diarrea que albergan integrones.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material biolégico

Los aislados fueron obtenidos de dos estudios previos realizados en Lima
pertenecientes al Laboratorio de Enfermedades Entéricas, Nutricion vy
Resistencia Antimicrobiana (LEEN-RA) del Instituto de Medicina Tropical
Alexander von Humboldt de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Los
especimenes provenientes de diarrea analizados en este estudio se obtuvieron
de un ensayo clinico de Lactoferrina para prevencion de diarrea. Este fue un
estudio de vigilancia activa de diarrea en la comunidad de nifios menores de
dos anos, realizado de enero de 2008 a mayo de 2011 en areas periurbanas de
Lima (Ochoa y col., 2013). Para el presente estudio se lograron reactivar: 129
EPEC, 90 EAEC y 66 ETEC no repetidas y por conveniencia. Mientras que 70
aislados de E. coli de pacientes pediatricos con bacteremia fueron recuperados

de un segundo estudio (Riveros y col., 2017). Lista de aislados en Anexo 2.

5.1.2 Medios de cultivo y reactivos de biologia molecular

Los medios de cultivo y equipos utilizados para el presente trabajo son listados

en el Anexo 1.

5.2 Métodos

5.2.1 Reactivacion de las cepas
Todos los aislados fueron mantenidos en caldo skim milk con glicerol a -80 °C.
La reaccion consistio en atemperar a medio ambiente por 20 minutos los
aislados y luego sembrarlos en agar Mac Conkey e incubarlos a 37 °C por 24

horas. Estas cepas fueron utilizadas para la extraccion de ADN y antibiograma.

5.2.2 Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizdé segun el método de “shock térmico”, descrito
por Guion y col., 2008 con algunas modificaciones. En 100 ul de agua grado

biologia molecular se colocaron 5 colonias de E. coli crecidas previamente en
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agar MacConkey a 37 °C por 24 horas. La suspensiéon celular se llevé a un
termobloque a 100 °C por 5 minutos, para después someterla a temperatura
ambiente por 10 minutos, paso seguido, se centrifugd a 13,000 rpm por 15

minutos, el sobrenadante, se guardo a -20 °C hasta su uso (Guion y col., 2008).
5.2.3 Deteccion e identificacion de Integrones de clase 1 y clase 2

Con el objetivo de identificar los integrones, se realizé un flujpgrama de trabajo

(Figura 10).

5'-¢S [RV]_ 3-cs
Intl al PCR integrasaly 2
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Intl arl . 1 Yy P
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Figura 10. Flujograma de identificacion de Integrones de clase 1y clase 2.
5.2.3.1 Deteccion de integrasa

Para clasificar si estos aislados contenian integrones de clase 1 y/o 2 para

detectar la presencia de los genes intl1 e intl2 respectivamente. Para ello se

procedié a realizar un la técnica de PCR (Reacciéon en Cadena de la

Polimerasa). Los cebadores usados se listan en la tabla 3. La reaccion de
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amplificacion de ADN se llevo a cabo en un volumen final de 25 ul que incluia
tampon de reaccion 1X, dNTP 200uM, MgCI2 1,5 mM, cebadores 0,5uM, Taq
ADN polimerasa 1 U/ml (Promega®), y ADN molde ~25 ng. Se utiliz6 un
termociclador iCycler (Bio-Rad) teniendo en cuenta las condiciones de
desnaturalizacion inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C
por un minuto, la etapa de hibridacion para integrasa 1 fue un minuto a 62°C.
Mientras que para la integrasa 2 fue de un minuto a 63°C, en ambas
reacciones se continué con un minuto a 72°C y se culminé con un ciclo de
extension final de 10 minutos a 72°C. Los productos de cada reaccion fueron
revelados en geles de agarosa (Invitrogen®) al 1% a 5 V/cm, las camaras de
electroforesis contenian tampdén TBE 0.5X con 0.5ug/ml de bromuro de etidio.
Los productos fueron visualizados bajo luz UV y se registraron utilizando un
sistema de documentacion de gel (Bio-Rad, Hercules, Calif.). Los tamafos de
los amplificados se estimaron con el marcador ADN 100pb ladder (Invitrogen®).
Los controles para los genes de intl1 e intl2 fueron cepas de la coleccién
interna de ISGLOBAL, de las que se sabia la positividad para ambos genes,

mientras que el control negativo fue E. coli 25922.

Tabla 3. Cebadores y temperaturas de hibridacion para el uso en la reaccion
de PCR para la deteccion de integrasas.

Primer Secuencia (5' —3") Gen TP (pb) TH (°C) Referencia

Intl1-F GGGTCAAGGATCTGGATTTCG intll 483 62 Mazel y

Intl1-R ACATGGGTGTAAATCATCGTC col., 2000

IntI2-F CACGGATATGCGACAAAAAGGT . Wayne,
intl2 788 63

Intl2-R GTAGCAAACGAGTGACGAAATG 2002

TP: Tamafio del producto de PCR, TH: Temperatura de hibridacion

5.2.3.2 Deteccion de region Variable 1 (RV1) y Regién Variable 2 (RV2)

Los aislados que fueron positivos para la presencia del gen intl1 y/o intl2
(integrasa 1 y/o 2) se amplifico la region variable 1 (RV1) y 2 (RV2); la reacciéon
de amplificacién de ADN contenia un volumen total de 25 pl que incluia tampén
de reaccion 1X, dNTP 200uM, MgCl2 1,5 mM, cebadores 0,5uM, Tag ADN
polimerasa 1 U/ml (Promega®) (Tabla 4), y ADN molde ~25 ng. Todos los

tubos conteniendo la reaccion fueron colocados en un termociclador iCycler
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(Bio-Rad) bajo las siguientes condiciones: 95°C por 5 minutos como primer
paso de desnaturalizacion inicial; a continuacion 30 ciclos de un minuto a 95°C,
seguido de la hibridacion con un minuto a 55°C para RV1 y 60°C para RV2,
finalmente un minuto a 72°C y como ciclo de extension final 10 minutos a 72°C.
Los productos generados fueron revelados en un gel de agarosa al 1% con 0.5
pg/ml de bromuro de etidio durante una hora en una camara electroforética
conteniendo tampén TBE 0.5X con 100V. Los productos fueron visualizados
bajo luz UV y se registraron utilizando un sistema de documentacion de gel
(Bio-Rad, Hercules, Calif.). Los tamarios de los amplificados se estimaron con
el marcador de ADN de 100pb ladder (Invitrogen®). Los controles para los
genes de RV1 y RV2 fueron cepas de la coleccion interna de ISGLOBAL, de
las que se sabia la positividad para ambos genes, mientras que el control

negativo fue E. coli 25922.

Tabla 4. Cebadores y temperaturas de hibridacion para el uso en la reacciéon
de PCR para la deteccion de Regién Variable

Primer

Secuencia (5' —3") Gen TP (pb) TH (°C) Referencia
Int-F
n GGCATCCAAGCAGCAAG RV1  Variable 55 LReves%g ?f&
Int-R AAGCAGACTTGACCTGA oy,
Hep-F CGGGATCCCGGACGGCATGCACGATTTGTA pyo  variable 60  Whiteycol,
Hep-R GATGCCATCGCAAGTACGAG 2001

RV1: Regidn variable del integron de clase 1, RV2: Region variable del integron de clase 2.
TP: Tamafio del producto de PCR, TH: Temperatura de hibridacion

Las regiones RV1 y/o RV2 fueron considerados positivos a la presencia de
bandas robustas en los geles de agarosa con tamanos mayores a 700 pb.,
esas mismas bandas fueron extraidas con ayuda de un bisturi y fueron

traspasadas a un microtubo para proceder con el RFLP.
5.2.3.3 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Los amplicones obtenidos de las regiones variables RV1 y/o RV2 fueron

purificados de acuerdo al protocolo de Wi-zard® SV Gel Up System (Promega,

Madison, USA).

Para el analisis del Polimorfismo de los Fragmentos de Restriccion de los

productos de PCR (RFLP-PCR) se realiz6 la digestion durante 30 minutos con
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la enzima Hinfl (Gibco ®) a 37°C, las digestiones fueron luego reveladas en
geles de agarosa a 2% con bromuro de etidio 0.5 pg/ml a 100V en tampon TBE
0.5X. El perfil de bandeo comparado entre todas las muestras permitid
clasificar a las regiones variables (RV1 y RV2) portadoras de los mismos
cassettes genéticos cuando los amplicones presentaban igual patron de

bandeo.

5.2.3.4 Secuenciamiento

Los amplicones de este trabajo fueron enviados a la compaiiia de biotecnologia
Macrogen para el secuenciamiento (Macrogen, Seul, Corea del Sur). Las
secuencias fueron comparadas con las secuencias almacenadas en el NCBI
mediante el programa informatico BLAST (disponible en:

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi). La comparacion se efectu6 segun los

parametros estandar recomendados (expect threshold 10; word size 28;

match/mismatch scores 1-2; linear gap cost).

5.2.4 Susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de E. coli con

integrones de clase 1y 2

La prueba de sensibilidad a los antimicrobianos se desarrollé por el método de
disco difusion de acuerdo con la guia CLSI, 2015 (The Clinical and Laboratory
Standards Institute). Los aislados de E. coli fueron sembrados en agar
tripticasa de soya durante 24 horas a 37°C, concluido el tiempo de incubacién
una colonia se disolvid en un tubo con 3 ml de solucidén salina, se ajusto la
turbidez del in6culo a 0,5 de la escala de Mac Farland por espectrometria.
Realizada esta suspension, se sumergid un hisopo estéril y se roto el hisopo
varias veces presionando firmemente sobre la pared interior del tubo para
remover el exceso de indculo. Se inoculd en forma de estria en la superficie de
la placa de Mueller Hinton, asegurando homogeneidad. Se colocaron los discos
conteniendo los siguientes antimicrobianos: ampicilina (AMP, 10ug),
trimetoprima/sulfametoxazol o Sulfatrimetoprima (STX, 10ug), tetraciclina (TET,
5ug), cloranfenicol (CLO, 30ug), gentamicina (GEN, 10ug), ciprofloxacina (CIP,
10ug), acido nalidixico (NAL, 10ug), nitrofurantoina (NIT, 30ug), aztreonam
(AZM, 30ug), ceftazidima (CAZ, 30ug), cefotaxima (CTX, 30ug), amoxicilina-
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acido clavulanico (AMC, 30ug). Se incubaron a 37 °C por 18 horas. Luego, se
midieron los diametros de las zonas de inhibicibn usando una regla o
calibrador. Se realiz6 la deteccion de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) bajo la técnica de doble disco (Jarlier y col., 1988) en aislados con
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion como ceftazidima y
cefotaxima. Asi, se colocaron discos distribuidos como se detalla a
continuacion, un disco de amoxicilina/acido clavulanico (20/10ug) en el centro
de una placa y a una distancia de 30mm, los discos de ceftazidima (30 pg),
cefotaxima (30ug), ceftriaxona (30ug) y aztreonam (30ug). La presencia de
halos de inhibicién en forma ampliada producto del efecto sinérgico entre los

antibioticos indico la produccién de enzimas BLEE (Figura 11).
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Figura 11. El método de doble disco para la deteccion de BLEE, discos de
ceftriaxona (CRO), ceftazidime (CAZ), aztreonam (AZM), Cefepime (FEP) con
el disco central de amoxicilina/ acido clavulanico (AMC) (Tomado de Lezameta
y col., 2010).

5.2.8 Analisis estadisticos

Se us6 Microsoft Excel como procesador de datos y para realizar las
estadisticas descriptivas. Para comparar frecuencias se uso la prueba exacta
de Fisher, un valor de p<0.05 fue considerado como estadisticamente
significativo.
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VI. RESULTADOS

6.1. Deteccidn del gen de la enzima integrasa de clase 1y 2

Los aislados de E. coli fueron interpretados como positivos a integrones de tipo
1 y tipo 2 cuando presentaban una banda con peso molecular de 483pb y
788pb respectivamente (Figuras 12 y 13). Los integrones de tipo 1

predominaron mas que los de tipo 2 y la mayor frecuencia se presentd en

aislados de E. coli provenientes de bacteremia con un 53% (37/70).

L1 7 1111111111 C L
0|1|12|3|4|5]|6 8|9

1000pb
500pb
_100pb

Figura 12. Identificacion de integrones de clase 1 en aislados de
bacteremia. La flecha amarilla indica una banda de 483pb. L: marcador de 100

pb, C+: control positivo, C-: control negativo y B: blanco.

L|1 7 1111111111 2 2 C
012 56 8|9 1 7 -

500pb
_100pb I

Figura 13. Identificacion de integrones de clase 2 en aislados de EPEC. La

flecha amarilla indica una banda de 788pb. L: marcador de 100 pb, C+: control

positivo, C-: control negativo y B: blanco.
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Aislados con solo integrasas de tipo 1 fueron menos frecuentes en DEC con
23% (65/285). Entre los patotipos, los que con mas frecuencia albergaban este
tipo de integrasa fue EAEC con 30% (27/90), seguido de ETEC con 20%
(13/66) y EPEC con 19% (25/129) (Tabla 5).

Se encontrd la presencia de solo integrasa 2 en menor numero de cepas de
EAEC 6% (5/90), EPEC 5% (7/129) como también en bacteremia que tuvieron
6% (4/70) aislados positivos. Se evidencidé la presencia de por lo menos un
aislado portador de ambos genes de integrasa, tanto entre los aislados de DEC
como los de bacteremia, como también aislados que carecen de la enzima
integrasa de clase 1 y/o 2, en aislados de DEC con 71% (202/285) y aislados
de bacteremia con 47% (35/70).

Tabla 5. Frecuencia de integrasas de Clase 1y 2 de E. coli provenientes
de sangre y de diarrea en ninos menores de dos anos

Aislados Integrasa1 Integrasa2 Integrasa 1y2 Total

n (%) n (%) n (%) n (%)
DEC (n=285) 65 (23) 12 (4) 6 (2) 83 (29)
EAEC (n=90) 27 (30) 5 (6) 2 (2) 34 (38)
ETEC (n=66) 13 (20) 0(0) 1(2) 14 (21)
EPEC (n=129) 25 (19) 7 (5) 3(2) 35 (27)
Bacteremia (n=70) 32 (46) 4 (6) 1(1) 37 (53)*

*ps 0.05 para la comparacion de integrasa 1 entre DEC y bacteremia.
6.2 Detecciodn de region variable 1 (RV1) y region variable 2 (RV2)

Los aislados fueron interpretados como positivos a la RV1 y/o RV2 cuando
presentaron una banda robusta con peso molecular por encima de 700pb
(Figura 14). En general, la frecuencia de las regiones RV1 y RV2 fue mayor en
las muestras procedentes de bacteremia. El 31% (22/70) de E. coli
provenientes de sangre presentaron la RV1, mientras que entre las DEC con
solo RV1, EAEC present6 24% (22/90), EPEC con 9% (11/129) y ETEC con
6% (4/66).

35



Figura 14. Identificacién de RV-2 en aislados de EAEC. L: marcador de
100pb, C-: control negativo. La flecha amarilla indica banda robusta con peso

molecular por encima de 700pb indicando RV2 en aislados de EAEC.

Los porcentajes de RV2 fueron similares tanto en E. coli de bacteremia 6%
(4/70), como DEC en los patotipos EPEC 4% (5/129) y EAEC 3% (3/90).
Aislados albergando ambas RV fueron encontrados con menor frecuencia, sin
embargo, entre las DEC, EPEC 2% (3/129) tuvo mas aislados, mientras que
EAEC y ETEC presentaron solo un aislado, en el caso de bacteremia no se

encontraron aislados albergando las dos RV.

Los amplicones de RV1 y RV2 que variaron entre 0,1 y 0,7 Kb fueron
considerados integrones vacios teniendo en RV1, EAEC 7% (6/90), ETEC 14%
(9/66), EPEC 11% (14/129) y bacteremia 16% (11/70). Para la RV-2, EAEC 3%
(3/90), EPEC 2% (2/129) y bacteremia 16% (11/70).

6.3 RFLP de regiones RV1 y RV2
Se observaron 16 patrones diferentes de bandeo en los aislados sometidos a la
enzima Hinfl (Gibco ®) (Figura 15).
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Figura 15. RFLP de region RV1 de EAEC. L: marcador de 100pb. I, I, II, IV,

V: Patrones de bandeo obtenidos.

Los integrones de clase 1 y 2 presentaron 12 y 4 patrones diferentes
respectivamente. El patron Il estuvo presente en por lo menos uno de los
patotipos diarrogénicos y de bacteremia (Tabla 6). Finalmente los amplicones
de RV1 y/o RV2 con patrones de RFLP diferentes fueron mandados a

secuenciar tomando el producto de PCR original.

Tabla 6. Patrones de RFLP de integrones de clase 1y 2 de E. coli

provenientes de sangre y de diarrea en nihos menores de dos ainos

Patotipos Integrones de clase 1 Integrones de clase 2
EAEC 1(9), I(7), HI(5), IV(1),V(1) XIII (4)

ETEC (1), V(1), VI(3) XIV (1)

EPEC (1), (1), VII(7), VIII(4), IX(1) VIII(4), XV(4)

Bacteremia 1(2), I1I(1), IX(1), X(13), XI(1), XIl(4)  XVI(4)
EAEC: E. coli enteroagregativa, ETEC: E. coli enterotoxigénica, EPEC: E. coli enteropatogénica, I-XVI:

patrones de RFLP, 1-5, 7, 9, 13: niumero de aislados.
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6.4 Identificacidn de cassettes genéticos en E. coli

Las secuencias que fueron trabajadas en este informe fueron recibidas a
nuestro correo donde se incluyé un archivo PDF conteniendo la imagen del
cromatograma (Figura 16). Los formatos FASTA de estas secuencias fueron
ingresadas al programa CLUSTAL OMEGA (1.2.4) confirmando la union en
varios puntos del alineamiento (Figura 17). El programa en linea BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) reporto un porcentaje de identidad de 97.23% y
el valor E del alineamiento menor a 0.01, al observar la secuencia de
codificacion completa (CDS) pudimos corroborar que la secuencia estudiada
proveniente de un aislado de bacteremia albergando un integron de clase 1,
tuvo un alineamiento con la cepa Escherichia coli NF711859 con integrasa de
clase 1 que alberga los genes de resistencia dfrA17 y aadA5 que codifican las
enzimas dihidrofolato reductasa y aminoglucésido adenililtransferasa que
confieren resistencia a sulfatrimetoprima y aminoglucésidos respectivamente
(Figura 18). Finalmente, las evidencias nos confirman que la secuencia
analizada es un cassete de resistencia en este aislamiento. Los 15 genes
fueron analizados bajo el mismo procedimiento logrando identificar en total

quince cassettes genéticos diferentes (Tablas 7 y 8).
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Figura 16. Secuenciamiento de los genes de resistencia dfrA17 y aadA5
de aislados de Bacteremia que codifican las enzimas dihidrofolato reductasa
y aminoglucosido adenililtransferasa que confieren resistencia a

sulfatrimetoprima y aminoglucésidos respectivamente.
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B e 1054
R GCGAGGCAACACAGCCTTGCGCTTCTAGGCCCATCCGCAGCCACGTTTTTCGAGCCGGTG 1255
T T 1054
R CCGAAGGAGCATTTCTCCAAGGCGCTTTTCGACACTATTGCCCAGTGGAATGCAGAGTCG 1315
F e 1054
R GATTGGAAGGGTGACGAGCGGAACGTCGTTCTTGCTCTTGCTCGCATTTGGTACAGCGCT 1375
F e 1054
R TCAACTGGTCTCATTGCTCCTAAGGACGTTGCTGCCGCATGGGTATCGGAGCGTTTGCCT 1435
F e 1054
R GCCGAGCATCGGCCCCTCATCTGCAAGGCACGCGCGGCGTACCTGGGTAGCGAGGACGAC 1495
B e 1054
R GACCTAGCAATGCGCGTCGAAGAGACGGCCGCGTTCGTTCGATATGCCAAAGCAACGATT 1555
F e 1054
R GAGAGAATCTTGCGTTGAGCGGCATGTGCGAAAAGTGCATCGACCCGCGCCGAGGGCATC 1615
T T 1054
R TGATGCCTAACTCGGCGTTCAAGCGGACGGGCTGCGCCCGCCGCTCAACTATGCGTTAGA 1675
F mmmmm e 1054

R TGCACTAAGCACATATGTATACCCC 1700

Figura 17. Alineamiento de secuencia multiple de los genes de resistencia
dfrA17 y aadA5 de aislados de Bacteremia haciendo uso del programa
CLUSTAL OMEGA (1.2.4).

*puntos de alineamiento
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Escherichia coli strain NF7118359 class | integron dihydrofolate reductase (dfrA17) and
aminoglycoside adenylyltransferase (aadA5) genes, complete cds

GenBank: HQ880275.1
GenBank FASTA

Link To This View | Feedback
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Figura 18. Grafica de la secuencia de codificacion completa (CDS) de los genes de resistencia dfrA17 y aadAb5 de aislados

de Bacteremia. La imagen revela el alineamiento con la cepa Escherichia coli NF711859 con integrasa de clase 1 que alberga los

genes de resistencia dfrA17 y aadAS.
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Los cassettes genéticos presentados en estos aislados presentaron entre 700
pb y 1800 pares de bases (pb) como también integrones vacios con bandas de
200 a 300. Los integrones de clase 1 mas comunes fueron los amplicones de
700 pares de bases y 1500 pares de bases, mientras que en la clase 2, los

amplicones de 1500 pares de bases fueron los mas frecuentes.

En total quince diferentes casseftes genéticos estuvieron presentes en estos
aislados. Este trabajo reporto los genes aadA1, aadA2, aadA5 que confieren
resistencia a los aminoglucésidos y que codifican diferentes variantes de
aminoglucdsido adeniltransferasa A (aadA), el gen de resistencia a gentamicina
/ tobramicina / kanamicina (aadB) y los genes de dfrA1, dfrA5, dfrA7, dfrA12,
dfrA15, dfrA17 que codifican variantes de la dihidrofolato reductasa A (dfrA)
que confieren resistencia a trimetoprima. Adicionalmente se detectd la
presencia de genes catB3 confiriendo resistencia a cloranfenicol y 1 ORF

(marco de lectura abierta).

Los aislados portadores de integrasa 1, presentaron doce genes, los genes
catB3, aadB, aadA1, aadA2, aadA5, dfrA1, dffA5, dfrA7, dfrA12, dfrA15, dfrA17
y 1 ORF (marco de lectura abierta) (Tabla 7).

En integrones de clase 2 se identificaron 5 genes, dfrA1, aadA1 anteriormente
mencionados y otros 3 genes cassettes diferentes (sat 1, 2 y 3) que confieren
la resistencia a la estreptotricina y que estuvieron una relacion particular en
EAEC con sat 2, ETEC y EPEC con sat 1 y Bacteremia con sat3. (Tabla 8).

Con estos datos, se considerd un niumero nuevo de aislados que confirmaron la

presencia de los integrones (Tabla 9).
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Tabla 7. Propiedades y contenido de integrones de clase 1 y genes cassette en

aislados de E. coli provenientes de DEC y bacteremia.

Patotipo N tipo RFLP Resistencia Antibiética

TA (kb) gen cassette

2 | AMP, CLO 7 aadAf
1 ! AMP, STX 1 aadAt
3 ! TET, STX 1 aadAt
1 I STX, TET, NAL 1.5 dfrA1,aadA1
3 I AMP, STX, TET, CLO 1.5 dfrA1,aadA1
1 Il AMP, STX, NAL, CLO 0.8 dfrA7
1 IV AMP, STX, TET, NAL, CLO 1.5  aadB,catB3
EAE 1 Il AMP, STX, TET, NAL, CLO 0.8 dfrA7
(n=2g) 1 I AMP, STX, TET, NAL, CLO 1.5  dfrA1,aadA1
1 V. AMP, STX, TET, NAL, AZM 1.8 dfrA12,0rfF,aadA2
1 ! AMP, STX, TET, NAL, AZM 1 aadAt
1 ! AMP, STX, TET, CLO, AZM 1 aadAt
1* ! AMP, STX, TET, NAL, CLO, AMC 1 aadAf
1 I ND 1.5  dfrA1,aadA1
1 i ND 0.8 dfrA7
1 I ND 1.5  dfrA1,aadA1
2 I ND 0.8 dfrA7
ETE 1 I AMP, STX 0.8 dfA7
(nzs(;' 3 VI AMP, STX,TET 0.8  dfrA5
1% V__ AMP, STX,TET, NAL 1.8 dfrA12,0rfF,aadA2
1 VIl NAL 0.8 dfrAT
1 VIl STX, CLO 0.8  dfrA1
1 VIl AMP, STX, TET 1.5 dfrA7,aadA5
1 Il AMP, STX, AZM 0.8  dfrA7
1 VIl AMP, CTX, AZM 0.8  dfrA1
1 VIl AMP, STX,TET, AZM 0.8  dfrA1
EPEC 1 I AMP, STX,TET, AZM 1.5  dfrA1,aadA1
(n=14) 1 VIl AMP, STX, TET, CLO 1.5  dfrA7,aadA5
1 VIl AMP, STX, TET, NAL 1.5 dfrA7,aadA5
1 VIl AMP, STX, NAL, CTX 1.5  dfrA7,aadA5
1 VIl AMP, STX, TET, NAL, CLO, AMC 0.8  dfrA1
1 VIl AMP, STX, TET, NAL, CLO, CTX 0.8  dfrA1
1 IX  ND 1.5 dfrA15aadA1
1 VIl ND 1.5 dfrA7,aadA5
1 X STX 1.5  dfrA17,aadA5
1 Xl AMP, GEN 1.8 dfrA12, orfF,aadA2
1 Xl AMP, STX 1.8 dfrA12, orfF,aadA2
1 X AMP, STX 1.5  dfrA17,aadA5
1 Il AMP, STX, TET 0.8  dfrA7
1 Xl AMP, STX, TET 1.8 dfrA12,0rfF,aadA2
1 IX  AMP, STX, TET 1.5  dfrA15aadA1
1 X AMP, STX, CLO 1.5 dfrA17,aadA5
2 X AMP,STX,CF3** 1.5 dfrA17,aadA5
Ba(crf:rz‘ZT'a 1 XI AMP, STX, TET, CF3** 1.3 aadB,aadA2
1 X STX, TET, CLO, GEN, NIT 1.5 dfrA17,aadA5
1 ! AMP, NAL, GEN, CF3** 1 aadAf
1 X AMP, TET, NAL, CIP, CF3** 1.5  dfrA17,aadA5
2 X AMP, STX, TET, NAL, CF3** 1.5 dfrA17,aadA5
1 ! AMP,STX, NAL, CLO, CIP, CF3** 1 aadAf
2 X AMP, STX, TET, NAL, GEN, CF3** 1.5  dfrA17,aadA5
1 X AMP, STX, TET, NAL, GEN, CIP, CF3** 1.5 dfrA17,aadA5
1 Xl AMP, STX, TET, NAL, GEN, CIP, CF3** 1.8 dfrA12,0rfF,aadA2
1 X____AMP, STX, TET, NAL, CLO, GEN, CIP, CF3** 1.5 dfrA17,aadA5

* Aislado albergando integrones de clase 1y 2.

** Cepas BLEE positivas

N: ndmero de aislados, TA: tamafo del amplicén, CF3: cefalosporina de tercera generaciéon, STX: sulfatrimetoprima,
TET: tetraciclina, CTX: cefotaxima, AZM: aztreonam, NAL: acido nalidixico, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, GEN:
gentamicina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, NIT: nitrofurantoina.
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Tabla 8. Propiedades y contenido de integrones y genes cassette de

clase 2 en aislados de E. coli provenientes de DEC y bacteremia.
tipo

Patotipo N RFLP Resistencia Antibiética TA (kb) gen cassette

1 Xl STX, TET, CLO 1.4 dfrA1,sat2
EAEC 1 Xl AMP, TET, CLO 1.4 dfrA1,sat2
(n=4) 1 Xl AMP, STX, TET, CLO 1.4 dfrA1,sat2
1* XllI AMP, STX, TET, NAL, CLO, AMC 1.4 dfrA1,sat2
%E(;’ 1* XIV AMP, STX, TET, NAL 1.5  sat2aadA1
1 XV STX, TET 1.5  aadA1,sat1

1 VIl AMP, TET, NAL 1 dfrA1

1* VIl AMP, CTX, AZM 1 dfrA1
EPEC 1* XV AMP, STX, TET, NAL 1.5 aadA1,sat1
(n=8) 1 XV AMP, STX, TET, NAL, CLO 1.5  aadA1,sat1

1* VIl AMP, STX, TET, NAL, CLO, AMC 1 dfrA1

1 VIl AMP, STX, TET, NAL, CLO, AMC 1 dfrA1
1 XV ND 1.5 aadA1,sat1
. 1 XVI AMP, STX, TET, NAL, CIP 1.5  dfrA1,sat3
Bac(t::ri’;“'a 2 XVI  AMP, STX, TET, NAL, CLO, CIP 1.5 dfrA1,sat3
1 XVI AMP, STX, TET, NAL, GEN, CF3** 1.5  dfrA1,sat3

* Aislado albergando integrones de clase 1y 2

** Cepas BLEE positivas

N: Numero de aislados, TA: tamafio del amplicon, CF3: cefalosporina de tercera generacion, STX: sulfatrimetoprima,
TET: tetraciclina, CTX: cefotaxima, AZM: aztreonam, NAL: acido nalidixico, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, GEN:
gentamicina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol.

Tabla 9. Frecuencia de integrones de clase 1y 2 en aislados de E. coli
provenientes de sangre y de diarrea en ninos menores de dos ainos

. Integron 1 Integron 2 Integrones Total
Aislados o %) o ) 1y 2n (%) n (%)
DEC (n=285) 37 (13) 8 (3) 5(2) 50 (18)
EAEC (n=90) 22 (24) 3(3) 1(2) 26 (29)
ETEC (n=66) 4 (6) 0 (0) 1(2) 5(8)
EPEC (n=129) 11 (9) 5(4) 3(2) 19 (15)
Bacteremia (n=70) 22 (31)* 4 (6) 0 (0) 26 (37)

*p< 0.0002 para la comparacion de integrones de clase 1 entre DEC y bacteremia. Los integrones vacios

no se contabilizaron.
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6.5 Resistencia antibiética en los aislados de E. coli diarreogénicas y

bacteremia que albergan integrones.

Para este analisis no se pudieron recuperar todos los aislados de DEC que
albergaban integrones, por lo tanto el numero de muestras varié en los
patotipos: EAEC 18 de 23, EPEC 12 de 23, 5 ETEC y 14 de 22 aislados de
bacteremia. En general se observd una alta resistencia a ampicilina,
sulfatrimetoprima y tetraciclina tanto en DEC como en bacteremia. Los aislados
de DEC con integrones de tipo 1 presentaron una alta resistencia a
sulfatrimetoprima en EAEC (89%) y EPEC (83%), resistencia a tetraciclina en
EAEC (78%) y EPEC (58%), como también a AMP en EAEC (78%) y EPEC
(83%), pero fueron sensibles a ciprofloxacino y gentamicina (Figura 20); los 5
aislados de ETEC st albergaron integrones de clase 1, presentaron resistencia
en su mayoria a ampicilina, sulfatrimetoprima y tetraciclina. Por otra parte, las
cepas de E. coli provenientes de sangre exhibieron altos niveles de resistencia
a ampicilina (91%), sulfatrimetoprima (86%), tetraciclina (68%). Los aislados
con integrones de tipo 1 con una frecuencia de 59% (13/33) fueron portadores
de B-Lactamasas de Espectro Extendido (BLEE) segun la prueba de doble
disco (Tabla 7) (Figura 19), mientras que solo un aislado con integrones de
clase 2 present6é BLEE (Tabla 7).

Figura 19. Prueba de doble disco positiva para BLEE. Flecha amarilla
sefiala la sinergia entre los discos de ceftriaxona (CRO), ceftazidime (CAZ),
aztreonam (AZM), cefepime (FEP) con el disco central de amoxicilina/ acido

clavulanico (AMC).
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Figura 20. Patrones de resistencia en aislados de Escherichia coli
diarreogénicas y de bacteremia. A) EAEC, B)EPEC, C) Bacteremia. AMP:
ampicilina; STX: sulfatrimetoprima, TET: tetraciclina, CTX: cefotaxima, AZM:
aztreonam, NAL: acido nalidixico, AMC: amoxicilina-acido clavulanico, GEN:
gentamicina, CIP: ciprofloxacina, CLO: cloranfenicol, NIT: nitrofurantoina. R:
resistencia.

47



VII. DISCUSION

Los integrones desempefian un papel importante en la difusion de la
resistencia a los antimicrobianos a través de la transmision horizontal de genes
de resistencia; se ha demostrado su contribucién a la prevalencia de bacterias
Gram negativas con resistencia a multiples farmacos (Eslami y col., 2010;
Kaushik y col., 2018). Este estudio, analizdé exhaustivamente los cassettes
genéticos de integrones de clase 1 y 2 e incluso aislados albergando ambos
genes provenientes de aislados de E. coli de nifios menores de un afo con
bacteremia y diarrea. Se demostr6é que la frecuencia de integrones de clase 1
fue mucho mas alta que los integrones de clase 2 tanto en aislados de
bacteremia como diarreogénicos. En detalle, integrones de clase 1 fueron
significativamente (p<0.05) mas frecuentes en los aislados de E. coli
provenientes de bacteremia con un 37% (26/70) en comparacién con DEC
(18%), lo cual difiere con la investigacion de Zeighami y col. (2015), quienes
encontraron que los aislados de DEC albergaban integrones de clase 1 (94%;
94/100) y de clase 2 (8%; 8/100) en mayor proporcién que otras E. coli
extraintestinales como son E. coli uropatogénicas, donde la presencia de
integrones de clase 1 (87%; 87/100) y clase 2 (7%; 7/100) fue ligeramente
menor. Otros estudios revelan la elevada presencia de integrones de clase 1 en
comparacioén con la clase 2 (Machado y col., 2005; Yan y col. 2010; Xia y col.,
2016). Esta diferencia puede deberse a que los integrones de clase 1 se
encuentran principalmente en plasmidos conjugativos, lo cual facilita su
diseminacion (Kang y col., 2005).

En contraste, E. coli provenientes de bacteremia presentaron integrones
de clase 1 y 2 con 31% (22/70) y 6% (4/70) respectivamente; porcentajes
similares fueron reportados en Espafa donde 54/135 (40%) aislados de E. coli
provenientes de hemocultivos contenian el gen int/1 que se detectdé en 52
aislados (38,5%), intI2 en 1 aislado (0,7%) y ambos genes intl1 y intl2 en un
adicional (0,7%) (Vinué y col., 2010). Esta diferencia en la prevalencia de
integrones puede deberse a los aislados de E. coli analizados, a la poblacién
de pacientes, al tipo de especimenes y a la regidon geografica.

Los patotipos de DEC con integrones solo de clase 1, EAEC fue el
patotipo con mayor frecuencia 24% (22/90), seguido de EPEC con 9% (11/129)
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y ETEC con 6% (4/66), mientras que la presencia de solo integrasa de clase 2
se presentd en menor frecuencia tanto en las EAEC 3% (3/90) y EPEC 4%
(5/129), similar a las cepas de bacteremia que tuvieron 6% (4/70) de aislados.
Estudios realizados en pacientes de Senegal, han evidenciado la presencia de
integrones de tipo 1 en EIEC y EAEC (Gassama y col., 2004). De igual manera,
en nifos menores de 5 afios de edad con diarrea en Iran, se reportd un 82%
(23/28) de integrones de clase 1 en EPEC (Najibi y col., 2012). Datos similares
se obtuvieron en la India, en casos de diarrea por EPEC donde integrones de
clase 1y 2 presentaron una frecuencia de 82% (64/80), integrones de clase 1
en 43 aislados y de clase 2 en 12 aislados y 9 aislados con coexistencia,
mientras que en este mismo estudio los controles sanos albergaban integrones
de clase 1 en 11 y de clase 2 en 5 aislados con coexistencia de ambos en 3

aislados.

La presencia de integrones en EPEC atipicas (aEPEC) en nifios
menores de 5 afos con y sin diarrea en Iran evidencio que 22 aEPEC (31.4%)
albergaban integrones de clase 1 (Shahcheraghi y col., 2014). En el grupo de
E. coli extraintestinales encontramos que 135 aislados de E. coli recuperados
de hemocultivos en un hospital espafiol durante 2007 presentaron los
integrones de clase 1 y 2 en 54 aislados (int/1, 52 aislados; intl2, 1 aislado; y
intl1 + intl2, 1 aislado) (Vinué y col., 2008). Estos aislados también presentaron
la existencia de cepas albergando ambos genes, siendo asi en DEC, EAEC y
ETEC con un aislado y EPEC con 3 aislados, mientras que los aislados de

bacteremia no presentaron aislado alguno con esta coexistencia.

Estos resultados sugieren que E. coli presenta una evolucion particular,
de manera que pueden combinar varios factores de virulencia permitiendo
inducir diferentes enfermedades y ser resistentes a muchas drogas. De hecho,
una gran evidencia es el brote EAEC / EHEC con cepas portadoras de genes
de resistencia antibiética tipo CTX-M15 y TEM-1 en Alemania, que pone de
relieve la enorme plasticidad del genoma de E. coli y que conduce a la
aparicion de una cepa altamente virulenta y multirresistente (Navarro-Garcia,
2015).
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Para poder describir la existencia de cassettes genéticos, se evalud la
presencia de la Region Variable 1 (RV1) y Region Variable 2 (RV2) en
integrones de clase 1 y 2 respectivamente. En general la frecuencia de RV1 y
RV2 fue mayor en bacteremia. En algunos casos, aislados con el gen de
integrasa 1 y 2 no presentaron amplicones cuando la PCR de la region variable
se realiz6 de forma repetida, teniendo para el integrén de clase 1, 6 EAEC, 9
ETEC, 13 EPEC y 11 aislados de bacteremia, mientras que en aislados
positivos para integron clase 2 fueron 3 EAEC, 2 EPEC y un aislado de
bacteremia. Los resultados negativos pueden deberse a que el sitio de
hibridacién para el cebador 3'-SC esté ausente y estemos ante integrones
atipicos (Zhu y col., 2011), adicionalmente la existencia de reordenamientos o
ausencia de sitios de hibridacion podrian justificar este fenébmeno (Sunde,
2005), como también, aunque mas improbable, la presencia de una secuencia
de insercion o transposén en medio de la RV1, que en ocasiones puede incluso
afectar a la presencia de la regidon 5'SC, puede resultar en una regién de ADN
demasiado grande para poder ser amplificada por medio de una PCR

convencional (Pérez-Moreno y col., 2012).

Para determinar si los integrones variaron en contenido de genes, los
productos de las regiones variables se analizaron por la técnica de
polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP) con la enzima Hinfl (Gibco
®). Se obtuvieron en total dieciséis patrones diferentes de bandeo y fueron los
integrones de clase 1 los que presentaron mas patrones, mientras que el
patron Il estuvo presente en por lo menos uno de los patotipos diarrogénicos y
de bacteremia. Esta técnica es actualmente referida en cuanto a herramientas
de la gendémica para el estudio de la resistencia bacteriana (Garza-Ramos vy
col., 2009) y es utilizada en muchos estudios para la caracterizacion de
integrones (White y col.,, 2001), incluso ya se ha reportado para la
diferenciaciéon de integrones de clase 1 y 2 (Japoni y col., 2008; Malek, M. y
col., 2015), en aislados de E. coli con resistencia a ciprofloxacino (Mooij y col.,
2005) y otras bacterias como aislados de Klebsiella resistentes a multiples
farmacos en muestras clinicas (Haddadi y col. 2019) reduciendo el costo y
tiempo para la identificacion de integrones.
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Todos los patotipos DEC presentaron genes aadA, Yang vy
colaboradores (2009) obtuvieron los mismos genes aadA1, aadA2, aadA5 en
pacientes adultos no hospitalizados (Yang y col., 2009). Diferentes estudios
han reportado con alta frecuencia el gen aadA71 en E. coli provenientes de
heces y fue considerado el cassette de clase 1 mas comun (Odetoyin y col.,
2017). Kang y colaboradores (2005) reportaron ademas que este gen fue
encontrado en cerdos, mientras que aadA2 y aadAb fueron identificados dentro
de cassettes genéticos como dfrA17-aadAb5 y dfrA12-orfF-aadA2 hallados con
mayor frecuencia en E. coli proveniente de humanos y aves (Kang y col, 2005),
lo cual contrasta de manera interesante con este estudio que ubic6 ambos
cassettes en E. coli proveniente de bacteremia, siendo dfrA17-aadA5 el mas
frecuente; cabe mencionar, ademas, que este cassefte se ha encontrado
presente en infecciones del tracto urinario (ITU) causadas por E. coli resistente
a trimetoprima-sulfametoxazol (TMP-SMX); Solberg y colaboradores reportaron
un estudio de ITU realizados en la comunidad, demostrando la presencia de un
grupo clonal albergando estos casseftes genéticos en una determinada
agrupacion geografica de Estados Unidos (Solberg y col., 2006).

Solo en el patotipo EAEC con integrén de clase 1 esta presente el
cassette aadB, curiosamente este gen esta asociado a un plasmido de 28 kb,
pES1, que contiene un integron de clase 1 con aadB, blashv-12 € blashv-12 € 1IS26
en Kilebsiella spp. BLEE positiva (Jones y col., 2005), ademas puede ser
encontrado en aislados provenientes de animales como cerdos y perros
(Kadlec, & Schwarz, 2008).

Las cepas DEC con integrones de clase 1 presentan adicionalmente
genes dfrA (dfrA1, dfrAS, dfrA7, dfrA12, dfrA15, dfrA17), siendo dfrA7 y dfrA1
los mas frecuentes. A nivel mundial los subtipos dffA son mas prevalentes en
Africa (Gassama y col., 2004; Frank y col., 2007; Dahmen y col.,2010; Labar y
col., 2012) mientras que E. coli adquirida en la comunidad puede presentarse
en niveles bajos en paises como: Finlandia con 0-2% (Heikkila y col., 1990),
Corea con 4% (Lee y col., 2001), Bolivia con 2.6% (Pallecchi y col., 2007),
Espana con 3.6% (Vinué y col., 2008), Taiwan con 3.8% (Yang y col., 2009).
Gassama y colaboradores, han identificado dfrA7 en EAEC (Gassama y col.,
2004), mientras que en el presente trabajo se encontrd en todos los patotipos
diarrogénicos y en un aislado de bacteremia.
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El cassette dfrA5 esta presente solo en el patotipo ETEC, este cassette
ha sido estudiado en aislados de E. coli con resistencia a trimetoprima de
origen humano y animal (Seputiené y col., 2010).

Los cassettes dfrA12, dfrfA15, dffA17 son encontrados en E. coli de
distintos origenes, por ejemplo dfrA12 ha sido encontrado en ITU (Lee y col.,
2001), aadA1 y dfrA17-addA5 han sido hallados en E. coli comensal y UPEC,
respectivamente, (Oliveira-Pinto y col., 2017), mientras que el integron dfrA15-
aadA1 fue asociado con mayor frecuencia con integrones de clase 1 en
Tanzania (Manyahi y col., 2017) y detectados en aislados de STEC O111 en
humanos y animales (Guerra y col., 2006).

Es importante mencionar que tanto las cepas DEC como las de E. coli
aisladas de bacteremia que albergan integrasas de clase 2 presentaron de
entre los genes dfrA, solo el tipo dfrA1. Esto puede deberse a que este cassette
es albergado en el transposén Tn7 permitiendo su propagacién con gran éxito,
principalmente debido a su insercién de alta frecuencia en el cromosoma de E.
coli y muchas otras especies bacterianas (Huovinen y col., 1995). Entre las
bacterias resistentes a trimetoprima aisladas clinicamente, el Tn7 se localiza
generalmente en el cromosoma y con menos frecuencia en los plasmidos
(Heikkild y col., 1991).

Solo un aislado de EAEC presentd un gen cassette catB3, que codifica
Cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), enzima capaz de inactivar el
cloranfenicol asi como también tiamfenicol y azidamfenicol (Schwarz y col.,
2004). Estos genes a menudo se han asociado con transposones de
multirresistencia como Tn840 (Laraki y col, 1999) o multirresistencia
transmitida por plasmidos y se han detectado en diversas especies de
enterobacterias como Salmonella Typhimurium (Bunny y col., 1995; Tosini y
col., 1998), Acinetobacter baumannii (Houang y col., 2003) y E. coli (Wang y
col., 2003). Finalmente, otros cassettes incluyen marcos de lectura abiertos

(ORF), cuyas funciones aun no se han identificado (Hall y col., 1991).

La mayoria de estos aislados albergando integrones de clase 2 portaron
genes sat, particularmente en EAEC con un gen sat 2, una ETEC y EPEC con
sat1 y bacteremia con un gen sat3, estos genes sat (streptotricin
acetiltransferasa) estan ubicados en transposones de tipo Tn7 (Tn1825 o
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Tn1826), que contienen uno de los dos genes de estreptotricina
acetiltransferasa relacionados sat1 o sat2 (Heim y col., 1989; Tietze y Brevet,
1990). Otro determinante de resistencia a estreptotricina denominado sat3, no
homologo a sat? y sat2, se identificd en el plasmido plE639 que pertenece al

grupo de incompatibilidad IncQ (Tietze y col., 1989; Tietze y Brevet, 1995).

Los aislados de DEC y bacteremia que albergan integrones de clase 1y
2 en general, presentan una alta resistencia a ampicilina, sulfatrimetropim y
tetraciclina pero sensibilidad a ciprofloxacino y gentamicina. Por otra parte, E.
coli proveniente de sangre presentaron un 59% (13/22) de aislados albergando
BLEE fuera de los integrones. La poblacién estudiada fue anteriormente
evaluada en un estudio realizado por Ochoa y colaboradores donde
describieron a DAEC y EAEC con frecuencias significativamente mas altas de
resistencia a ampicilina, cotrimoxazol, tetraciclina y acido nalidixico que EPEC
y ETEC (Ochoa y col.,, 2009). Estos datos sugieren que la resistencia
presentada puede deberse a una tendencia general y no por la presencia de
integrones, sin embargo, es probable que EAEC sea mas resistente porque
esta expuesto a medicamentos antimicrobianos mas a menudo, debido a la
diarrea persistente y/o a menudo a la colonizacion asintomatica que causan.
Por lo tanto, la permanencia que tiene dentro del hospedero aumenta la
posibilidad de que esté expuesto a medicamentos antimicrobianos y/o
adquieran genes resistentes de la flora residente. Estos datos también podrian
reflejar que la resistencia pueda ser causada por una variedad de elementos
genéticos moviles tales como plasmidos, transposones e inclusive por los
integrones o por la alteracion en el operdn de resistencia a antibidticos de E.
coli multiple (mar) (Barbosa & Levy, 2000). El fenotipo Mar incluye resistencia a
antibioticos no relacionados estructuralmente, como tetraciclina, cloranfenicol,
beta-lactamicos, fluoroquinolonas, acido nalidixico, rifampicina y otros
(Maira-Litran y col., 2000).
La resistencia a los antibidticos asociada a integrones ha sido descrita para
EIEC, EAEC y E. coli aislados de heces (Okeke y col., 2002; Gassama y col.,
2004) vy se han reportado plasmidos que benefician la multirresistencia en
EPEC (Nwaneshiudu y col., 2007; Hazen y col., 2017).
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VIIl. CONCLUSIONES

Los aislados de E. coli provenientes de diarrea y bacteremia contienen
integrones de clase 1 y 2, siendo mas frecuentes en aquellos que
provienen de bacteremia.

Los integrones de clase 1 estan mas frecuentemente asociados a E. coli
provenientes de bacteremia.

Los cassettes genéticos estan presentes en los patotipos provenientes
de diarrea y sangre, codificando enzimas que confieren resistencia a los
aminoglucosidos (aadA1, aadA2, aadAb), a gentamicina / tobramicina /
kanamicina (aadB), a trimetoprima (dfrA1, dfrA5, dfrA7, dfrA12, dfrA15,
dfrA17), a cloranfenicol (catB3), asi como 1 ORF (marco de lectura
abierta).

Solo en integrones de clase 2 tanto de los aislados DEC como de
bacteremia, se presentan 3 casseftes genéticos de estreptotricina
acetiltransferasa , sat 1 en ETEC y EPEC,, sat 2 en EAEC y sat 3 en
aislados de bacteremia y que confiere resistencia a la estreptotricina.

Los aislados de E. coli diarreogénicas y de bacteremia presentan una
alta resistencia a ampicilina y a cotrimoxazol, siendo sensibles a
gentamicina y ciprofloxacino; las cepas de E. coli provenientes de
sangre exhiben, ademas, la presencia de B-Lactamasas de Espectro

Extendido (BLEE) en el 59% de los aislados con integrasa 1.
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IX. RECOMENDACIONES

i. Deben analizarse un numero mayor de aislados de diferentes

localidades para realizar un mejor analisis a nivel nacional.

ii. Estudiar la presencia de plasmidos involucrados en la trasferencia de

estos integrones.
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ANEXO 1

Materiales y equipos

1. Materiales

Materiales de plastico
- Placas de Petri
- Asas de siembra
- Puntas para micropipeta
- Tubos de microcentrifugas

-  Guantes

Discos de sensibilidad antimicrobiana
- Ampicilina (AMP; disco de 10ug), OXOID
- Gentamicina (GN , disco de 10ug), OXOID
- Trimetopima / sulfametoxazol o Sulfatrimetoprima (STX , disco de
10ug), OXOID
- Ciprofloxacina (CIP ; disco de 10ug), OXOID
- Tetraciclina (TE ; disco 5 pg ), OXOID
- Cloranfenicol (C; disco de 30ug), OXOID
- Aztreonam (ATM ; disco 5 ug ), OXOID
- Ceftazidima (CAZ , disco de 30ug), OXOID
- Cefotaxima (CTX, disco de 30ug), OXOID
- Ceftriaxona (CRO , disco de 30ug), OXOID
- Amoxicilina-acido clavulanico (AMC; disco de 30ug), OXOID

Medios de cultivo
Agar Miiller-Hinton OXOID

FORMULA (en gramos por litro)

Componente gll
Infusion de carne deshidratada 300.0
Peptona acida de caseina 17.5
Almidén 1.5
Agar 17.0
pH7.3+0.1a25°C
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Agar MacConkey OXOID
FORMULA (en gramos por litro)

Componente g/l
Peptona de carne 20.0
Lactosa 10.0
Sales biliares 5.0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo neutro 0.075
Agar 12.0
pH7.4+0.2

Agar tripticasa de soya (TSA)

FORMULA (en gramos por litro)
Componente g/l
Digerido pancreatico de caseina 15.0
Digerido de harina de soya* 5.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0
pH7.3+0.2a25°C

* Contiene papaina

Caldo tripticasa de soya (TSB)-OXOID
FORMULA (en gramos por litro)

Componente gll
Digerido pancreatico de caseina 17.0
Digerido péptico de harina de soya* 3.0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato dipotasico de hidrégeno 2.5
Glucosa 2.5
pH7.3+0.2a25°C

* Contiene papaina

Insumos de biologia molecular

Taq ADN polimerasa
Oligonucledtidos (cebadores) para detectar los genes de la
integrasa:
o Integrones (integrasa 1y 2)
o Region variable 1y 2
Desoxirribonucleotidos trifosfato (ANTPs)
Tampdn de reaccidon 10X
Cloruro de magnesio (MgCly)
Agua grado biologia molecular
Tampén electroforesis Tris/Borate/EDTA 0.5 X (TBE)
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Tampdn de muestra

Agarosa grado biologia molecular

Marcadores de peso molecular de ADN de 100pb
Bromuro de étidio

Enzima de restriccion Hinfl y su correspondiente tampon

Bisturi

2. Equipos

Incubadora 371 °C

Vortex

Microcentrifuga

Espectrofotometro

Termociclador (Applied Biosystem)
Equipo horizontal para electroforesis
Transiluminador ultravioleta
Captador de Imagenes
Micropipetas P10,P50, P200
Congelador

Balanza

Refrigeradora

Bloque térmico
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ANEXO 2: Listado de aislados segun codigo y patotipo

Patotipo: EPEC

Fuente: Diarrea

NO

Caédigo

129

LF 1009, LF 1041, LF 1043, LF 1063, LF 1069, LF 1071, LF1078, LF 1079,
LF 1083, LF 1085, LF 1089, LF 1090, LF1090, LF1091, LF 1100, LF 1102,
LF 1103, LF 1110, LF1110, LF1116, LF 1121, LF 1128, LF 1129, LF 1131,
LF1135, LF1139, LF 1155, LF 1158, LF 1160, LF 1165, LF1177, LF1181, LF
1184, LF 1185, LF 1213, LF 1216, LF1218, LF1223, LF 1225, LF 1235, LF
1236, LF 1236, LF1241, LF1242, LF 1247, LF 1255, LF 1271, LF 1271,
LF1273, LF1275, LF 1280, LF 1285, LF 1293, LF 1294, LF1297, LF1297, LF
1306, LF 1311, LF 1322, LF 1327, LF1328, LF1336, LF 1344, LF 1353, LF
1353, LF 1358, LF1369, LF1369, LF 1371, LF 1375, LF 1379, LF 1379,
LF1379, LF1379, LF 1401, LF 1416, LF 1416, LF 1420, LF1420, LF1422, LF
1424, LF 1432, LF1436, LF 1438, LF1438, LF 1440, LF 1441, LF 1442, LF
1443, LF 1445, LF1447, LF 1451, LF 1454, LF 1456, LF 1459, LF 1459,
LF1460, LF1460, LF 1461, LF 1465, LF 1475, LF 1476, LF1476, LF1478, LF
1491, LF 1500, LF 1502, LF 1509, LF 1511, LF 1511, LF 1513, LF 1516, LF
1517, LF 1517, LF 1522, LF 1523, LF 1524, LF 1528, LF 1528, LF 1530, LF
1532,LF 1539, LF 1541 , LF 1541 , LF 1544 |, LF 1545, LF 1545, LF 1547,
LF 1547, LF 1554.

Patotipo: EAEC

Fuente: Diarrea

NO

Caédigo

90

LF1010, LF1036, LF1137, LF1140, LF1150, LF1150, LF1165, LF1168,
LF1172, LF1180, LF1195, LF1208, LF1213, LF1214, LF1224, LF1225,
LF1225, LF1227, LF1235, LF1242, LF1256, LF1267, LF1273, LF1273,
LF1274, LF1277, LF1286, LF1298, LF1298, LF1299, LF1301, LF1315,
LF1317, LF1321, LF1332, LF1333, LF1358, LF1360, LF1373, LF1373,
LF1380, LF1381, LF1386, LF1400, LF1401, LF1415, LF1420, LF1425,
LF1426, LF1439, LF1443, LF1450, LF1450, LF1450, LF1452, LF1452,
LF1462, LF1466, LF1468, LF1475, LF1476, LF1477, LF1482, LF1486,
LF1493, LF1495, LF1501, LF1502, LF1503, LF1504, LF1504, LF1507,
LF1510, LF1512, LF1518, LF1520, LF1524, LF1524, LF1525, LF1526,
LF1527, LF1528, LF1533, LF1534, LF1534, LF1538, LF1541, LF1542,
LF1547, LF1547, LF1555.

75




Patotipo: ETEC

Fuente: Diarrea

NO

Caédigo

66

LF 1078, LF1029, LF1002, LF1065, LF1003, LF1050, LF1102, LF1159,
LF 1155, LF1144, LF1102, LF1102, LF1157, LF1130, LF1163,
LF1158,LF1133, LF1182, LF1141, LF1226, LF 1216, LF1183, LF1161, LF
1236, LF1295, LF1274, LF1274, LF1263, LF1325, LF1304, LF 1285,
LF1340, LF1266, LF1303, LF1324, LF1304, LF1332, LF1350, LF1379,
LF1380, LF1301, LF 1293, LF1397, LF1302, LF1387, LF1420, LF1373,
LF1379, LF1471, LF1383, LF1491, LF1487, LF1510, LF1524, LF1535,
LF1523, LF1523, LF1487, LF1543, LF1543, LF 1498, LF1553,LF 1327,
LF1511, LF1553, LF1538.

Patotipo: E. coli Extraintestinales

Fuente: Bacteremia

NO

Caédigo

70

Rerm-007, Rerm-033, Rerm-163, Rerm-178, Rerm-203, Rerm-222,
Rerm-280, Rerm-281, Rerm-353, Rerm-391, Rerm-394, Rerm-507,
Rerm-605, Imp-001, Imp-002, Imp-003, Imp-004, Imp-005, Imp-006, Imp-
007, Imp-008, Rch-001, Rch-008, Rch-021, Rch-054, Rch-103, Rch-131,
Rch-309, Rch-315, Rch-378, Rch-389, Rch-401, Rch-406, Rch-409, Rch-
443, Rseb-034, Rseb-072, Rseb-083, Rseb-084, Rseb-100, Rass-082,
Rass-155, Rass-279, Rma-014, Rma-050, Rma-087, Rma-088, Rma-099,
Rma-102, Rma-137, Rdac-099, Rdac-137, Hep-001, Hep-002, Hep-003,
Ral-123, Rhu-086, Rgai-002, Rgai 061, Rgai-062, Rgai-123, Rgai-262,
Rgai-274, Rgai-376, Rgai-557, Rgai-637, Rgai-821, Isn-001, I1sn-002, Isn-
003,

76
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