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RESUMEN

Se determind la presencia de integrones de la clase 1 en 27 cepas de enterobacterias
provenientes de pacientes con infeccion nosocomial, atendidos en diferentes servicios
del Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, Estado Sucre. La
susceptibilidad antimicrobiana fue evaluada mediante el método de difusion en disco,
y la presencia de integrones, a través de la reaccion en cadena de la polimerasa,
utilizando iniciadores que hibridan en la region conservada de un integrén de la clase
1. Los mayores porcentajes de resistencia se presentaron para el grupo de los B-
lactdmicos; el 100% de las cepas fue resistente a ceftazidima y 96,29% a cefotaxima.
De igual forma se observd resistencia para tobramicina (44,44%), gentamicina
(40,74%) y amikacina (25,92%), ciprofloxacina (22,22%), levofloxacina (14,81%),
trimetoprim-sulfametoxazol (44,44%), tetraciclina (51,85%) y cloranfenicol
(70,37%). El 11,11% de las cepas presento integrones de la clase 1 con tamafios entre
750 y 1 200 pb; 2 cepas contenian un integron y una cepa presento tres elementos. La
presencia de integrones de la clase 1, puede jugar un papel importante en la

diseminacion de un determinante de resistencia en el centro hospitalario.
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INTRODUCCION

La resistencia bacteriana se define como una condicion microbioldgica caracterizada
por la capacidad que tiene una bacteria de permanecer refractaria a los efectos bactericidas
0 bacteriostaticos de un antibidtico. La resistencia bacteriana, conjuntamente con las
infecciones nosocomiales, representan un importante problema de salud publica, que trae
como consecuencia un aumento en la morbilidad y mortalidad de los pacientes
hospitalizados (Bruin, 1994; Bush et al., 1995).

La resistencia a los agentes antimicrobianos estd siendo observada en una amplia
variedad de microorganismos patogenos, generando un reto para los clinicos, debido a que
éstos, han tenido que modificar los regimenes de tratamiento empirico y enfrentar un

aumento en las tasas de morbimortalidad en los pacientes hospitalizados (Tenover, 2001).

Desde el punto de vista molecular y bioquimico, se han descrito, al menos, siete
mecanismos diferentes de resistencia a los agentes antimicrobianos en las bacterias, siendo
la inactivacion enzimatica, el m&s comun en las enterobacterias. Entre las enzimas mas
frecuentes que generan resistencia a los antimicrobianos se encuentran las -lactamasas, las
cuales hidrolizan a los antibidticos B-lactdmicos, la enzima cloranfenicol-acetiltransferasa,
que confiere resistencia al cloranfenicol, y las enzimas modificadoras de aminoglucésidos

como la acetiltransferasa, fosfatidiltransferasa y adeniltransferasa (Goodman et al., 1991).

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de salud publica creciente en el
mundo, que involucra cada dia nuevas especies bacterianas y nuevos mecanismos de
resistencia, complicandose cuando el microorganismo puede presentar mas de un

mecanismo y cuando este tiene la facultad de transmitirlo (Martinez, 1997).

La resistencia antimicrobiana, se origina como consecuencia de mutaciones puntuales
en el cromosoma bacteriano o por la adquisicion de genes de resistencia presentes en

elementos genéticos como plasmidos, transposones e integrones (Alonso et al., 2005).



Un integron es un elemento genético dindmico presente en diversos microorganismos
gue codifica un mecanismo de recombinacion sitio especifico y acumula combinacién de
genes estructurales organizados como un operdn. Estos elementos genéticos son
considerados vectores de clonamiento natural, debido a que son capaces de integrar y
expresar genes que codifican resistencia para algunos agentes antimicrobianos (Hall y
Stokes, 1993; Collis y Hall, 1995).

Los integrones estan conformados por dos regiones de ADN conservadas, situadas en
los extremos, que se denominan 5° CS y 3° CS (figura 1). El extremo 5’ CS tiene una
longitud de 1,36 kb y contiene el gen intl1, que codifica para una integrasa (una proteina
de 337 amino&cidos y masa molecular relativa de 38 000 daltons), encargada de catalizar
una recombinacion genética sitio especifico (Stokes y Hall, 1989; Collis y Hall, 1992).
Adyacente a intll se encuentra el sitio de recombinacion especifico attl, en el que se

integran los casetes genéticos de resistencia (Gravel et al., 1998).

Entre intll y attl se encuentran dos promotores divergentes, el Py,; que promueve la
expresion de intll y el Pay, responsable de dirigir la expresion de los casetes genéticos
insertados en la region variable. La enzima intl permite la interaccion y unién entre attl y el
sitio attC o elemento de 59 pb, situado en los extremos de los casetes genéticos, ademas,
promueve la integracion o escision de los casetes de resistencia en la zona variable del
integron (Hall y Stokes., 1993; Gravel et al., 1998). Con esta arquitectura, los integrones
son capaces de incorporar y expresar genes que, codifican para resistencia a

antimicrobianos.

Pant

casete

5 CS Regién 3'CS
(intl1): gen de la integrasa, Pant y Pint promotores que transcriben la integrasa
(flechas divergentes). attl sitio de reconocimiento de la integrasa. gacEA1: gen truncado
qgue confiere resistencia a aminas cuaternarias, Sull: gen que confiere resistencia a
sulfanomidas, orf5: marco abierto de lectura de funcion desconocida.



Figura 1. Estructura basica de un integrén Clase 1 (Tomado Hall y Stokes, 1993, con
modificaciones).

El extremo 3° CS tiene una longitud aproximada de 2 kb, en este segmento se
encuentran genes que confieren a las bacterias resistencia a distintos compuestos como,
antisepticos, desinfectantes, compuestos de amonio cuaternario y sulfonamidas (Stokes y
Hall, 1989; Collis y Hall, 1992). Entre los extremos conservados 5 CS y 3’ CS se
encuentra la region variable en la que se insertan los genes estructurales del integrén, en un
namero entre uno y cuatro, aunque se han reportado integrones sin casetes genéticos
(Recchia y Hall, 1995).

Los integrones contribuyen a la adicion de genes de resistencia en las bacterias
hospitalarias y en base a la secuencia aminoacidica de la integrasa, se han clasificado en
diferentes grupos (1, 2, 3y 4), siendo los integrones de clase 1, los méas caracterizados en

bacilos Gram negativos causantes de infecciones nosocomiales (Martinez et al., 1999).

Los integrones no pueden realizar autotransposicion, pero se asocian frecuentemente
a secuencias de insercion o bien, a transposones y plasmidos conjugativos, que les sirven
como vehiculos para su transmision inter e intra especie. Se han encontrado integrones de
las clases 1 y 2 en plasmidos y transposones conjugativos, mientras que los integrones de la
clase 3, solo han sido identificados en plasmidos. Por Gltimo, los integrones de clase 4 o
"superintegrones™ se han identificado principalmente en el cromosoma de Vibrio cholerae
(Manning et al., 1999; Gonzalez et al., 2004).

En los integrones de la clase 1 se han reportado, mediante secuenciacion, mas de 60
casetes génicos diferentes, que confieren resistencia a los agentes antimicrobianos
comunmente utilizados en los centros hospitalarios para el tratamiento de las infecciones

nosocomiales (Daikos et al., 2007).

La técnica de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), ha permitido estudiar la
amplia distribucion de los integrones clase 1 en aislados clinicos. La sintesis de

oligonucledtidos especificos para las secuencias conservadas del integron, ha permitido



identificarlos y caracterizarlos en varias familias y géneros bacterianos, principalmente, en

aquellos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae (Levesqué et al., 1995).

Los estudios bacterianos han estado dirigidos con especial atencion a investigar los
distintos elementos genéticos relacionados con la codificacion de determinantes de
resistencia, donde los integrones juegan un rol importante. Gonzélez et al. (2004),
estudiaron la presencia de integrones clase 1 en cepas de enterobacterias aisladas de
diferentes hospitales chilenos y encontraron que Klebsiella pneumoniae fue la especie que

presento la mayor frecuencia (68,4%) de integrones seguido de Escherichia coli (36,5%).

Zhang et al. (2004), en China, caracterizaron integrones clase 1 en cepas de
Salmonella spp, aisladas de individuos portadores y reportaron que, 4 de las 23 cepas
estudiadas presentaron integrones clase 1. Moreno et al. (2005), en Tortosa (Espafia),
detectaron la presencia de integrones clase 1 en un 50,0% (49/100) de aislados de
Salmonella enterica productoras de p-lactamasas tipo TEM-1, PSE-1 y OXA. De las 49
cepas que contenian integrones el 51,0% presentaban un integron y el 49,0% de estas
presentaban dos elementos.

Daikos et al. (2007), en Grecia, investigaron la presencia de integrones de la clase 1
en 250 cepas aisladas de pacientes hospitalizados con diagnostico de septicemia e
infecciones adquiridas en la comunidad. En el estudio, se encontraron 81 cepas que
portaban integrones de la clase 1. La frecuencia de integrones fue mayor en las cepas

nocomiales.

Malaver (2003), detect la presencia de integrones clase 1 en 41 cepas aisladas en el
Hospital Clinico Universitario de Caracas, Venezuela, recolectadas durante los afios 1997-
1998 y 2001. En las cepas aisladas entre 1997-1998, reporté una frecuencia de integrones

clase 1 de 36,0% y en las cepas aisladas en el 2001 de 75,0%.

Torres et al. (2005), detectaron integrones de la clase 1 en 51 cepas de enterobacterias

provenientes de diferentes centros hospitalarios de Caracas, Venezuela, y obtuvieron que



27,5% de las cepas estudiadas, amplificaron con iniciadores especificos para el gen que
codifica la integrasa presente en integrones de la clase 1. La especie donde se reportd la
mayor frecuencia de integrones clase 1, fue K. pneumoniae (13,7%).

Guzman (2006), utilizando oligonucledétidos que hibridan en las regiones conservadas
de un integron de la clase 1, reportd una frecuencia de 34,4% en cepas nosocomiales de K.
pneumoniae aisladas de pacientes internados en diferentes areas del Servicio Auténomo

Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald” Cumana, estado Sucre.

La resistencia antimicrobiana estd codificada en genes localizados en distintos
elementos genéticos, los cuales pueden diseminarse en las poblaciones bacterianas
existentes en un ambiente determinando. En el pais, poco han sido los estudios enfocados a
identificar y caracterizar molecularmente a los elementos genéticos responsables de
conferir resistencia a los antimicrobianos; por tal motivo, el presente trabajo tuvo como
finalidad detectar la presencia de integrones de la clase 1, en cepas aisladas de pacientes

con diagndstico de infeccion nosocomial.



METODOLOGIA

Cepas

El presente estudio se realizd en 27 cepas bacterianas pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (tabla 1), aisladas de diferentes areas del Servicio Autdbnomo Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, durante el periodo comprendido entre
septiembre y noviembre de 2005. Las muestras fueron recolectadas de pacientes
hospitalizados con diagndstico clinico de infeccion nosocomial, atendidos en el centro de
salud y en su seleccion se mantuvo el criterio de seleccionar una cepa por paciente y que

cumpliera con los criterios de Garner et al. (1988) para considerarlas nosocomiales.

Reactivacién de las cepas

A partir del medio de conservacion, se procedid a inocular las cepas en 2 ml de caldo
Luria-Bertani (LB) a 35°C, durante 18 horas en aerobiosis, posteriormente se sembraron en
agar MacConkey (AMC) con la finalidad de verificar su pureza y observar las
caracteristicas macroscopicas de las colonias, asi como los cambios producidos en el medio
AMC, que refleja la fermentacion o no de la lactosa por parte de algunos géneros de la

familia Enterobacteriaceae.

Confirmacion bacteriolégica

El género y la especie se confirmé mediante el protocolo de identificacion
convencional para enterobacterias (Koneman et al., 1999), incluyendo las siguientes
pruebas bioquimicas: fermentacion de azlcares (medio Kligler), utilizacion de citrato
(medio citrato Simmons), produccion de la enzima ureasa (agua peptonada), via de
fermentacion de la glucosa (caldo rojo metilo-Voges Proskauer), motilidad, produccion de
indol, descarboxilacion de la ornitina (medio MIO) y descarboxilacién de la lisina (caldo

lisina).



Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de enterobacterias aisladas de pacientes con infeccion
nosocomial en diferentes areas del Servicio Autonomo Hospital Universitario “Antonio

Patricio de Alcala”.

Cepas Estadia (dias) Muestra Terapia previa Servicio
Kp 01 24 Sangre CAZ Retén
Kp 02 14 Secrecién CIP Medicina B
Esp 03 14 Orina CIP,OXA Medicina A
Kp 04 5 Sangre AMS,GEN Retén
Kp 05 8 Secrecion CAZ,AMK Retén
Esp 06 7 Catéter CAZ,0XA UCI
Kp 07 7 Catéter CAZ,0XA UCl
Kp 08 9 Secrecién CAZ,0XA Medicina A
Kp 09 9 Secrecion CAZ,0XA Medicina A
Esp 12 13 Secrecion VAN, IPM Medicina C
Esp 13 30 Secrecion MER Pediatria A
Ko 14 30 Catéter MER Pediatria A
Ec 15 30 Catéter VAN UCl
Esp 16 9 Secrecién VAN,CAZ UCI
Ec 17 24 Secrecion CIP.AM Medicina B
Esp 19 8 Catéter CIP,AM Medicina C
Kp 20 8 Catéter CIP,AM Medicina C
Kp 22 5 Secrecion CTX,VAN UCI
Kp 24 9 Secrecion VAN,AMK UCI
Ec 26 6 Heces AMS,GEN Retén
Kp 27 6 LCR GEN Retén
Esp 28 7 Secrecion CAZ UCI
Esp 29 7 Secrecién CAZ UCI
Ec 32 12 Sangre GEN Retén
Kp 33 5 Heces GEN Retén
Kp 34 9 Secrecion AMK,AZT UCI
Esp 61 7 Catéter CAZ,0XA UCI

LCR: liquido cefalorraquideo, Kp: K. pneumoniae, Ec: E. coli, Ko: K. oxytoca, Esp:
Enterobacter sp, CAZ: ceftazidima, CTX: ceftriazone, CIP: ciprofloxacina, OXA:
oxacilina, AMS: amoxicilina sulbactam, GEN: gentamicina, AMK: amikacina, VAN:
vancomicina, IPM: imipenen, MER: meropenen, AM: amoxicilina, AMP: ampicilina, AZT:
aztreonan, UCI: unidad de cuidados intensivos



Susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana se realizé mediante el método de difusion en disco,
propuesto por Bauer et al. (1966), siguiendo los lineamientos para enterobacterias
propuestos por el instituto de estandares clinicos y de laboratorios, del ingles “Clinical and
Laboratory Standard Institute” (CLSI, 2007). Para ello se prepar6 una suspension
bacteriana de la cepa en 4,5ml de solucion salina fisioldgica estéril al 0,85%, a partir de un
crecimiento de 18 horas sembrado en agar tripticasa de soya (ATS), ajustado al patron de
0,5 en la escala de MacFarland correspondiente a 1,5 x 10° unidades formadoras de
colonias (UFC) por mililitro. Una vez que se obtuvo la turbidez respectiva, se impregnoé un
hisopo estéril en la suspension y se disemind uniformemente sobre la superficie del agar
Mueller Hinton (Himedia) contenido en placas de Petri, se dejé secar por 5 minutos y se
procedio a colocar los discos de los siguientes agentes antimicrobianos: cefotaxima (30ug),
cefazidima (30pg), amoxicilina-acido clavulanico (30ug), amikacina (30pg), netilmicina
(30pg), gentamicina (30pg), tobramicina (30pg), levofloxacina (5pg), ciprofloxacina (5pg)
trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75ug), cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30ug) (todos
marca OXOID). Las placas se incubaron a 35°C durante 18 horas en ambiente de aerobiosis
y posteriormente, se realizo la lectura de los halos de inhibicion empleando una regla

milimetrada.
El halo de inhibicion observado para cada antimicrobiano, se interpretd siguiendo los
valores de referencia sefialados en la tabla del CLSI (2007) como sensible, resistente

intermedio y resistente. Las cepas que fueron resistentes a mas de dos familias de

antimicrobianos, se consideraron multirresistentes.

Deteccion de integrones de la clase 1

Extraccion de ADN



La extraccion de ADN total se realizé por el método de hervido propuesto por
Levesqué et al. (1995). Se tomaron 200ul de un cultivo bacteriano, el cual fue crecido por
18 horas en caldo Luria Bertani a 37°C y se coloco en un tubo Eppendorf con 800ul de
agua estéril, la suspension se dejé hervir durante 10 minutos y luego, se centrifugé a 12
000g durante 3 minutos. El sobrenadante con el contenido de ADN total se guard6é a -20°C

hasta su uso.

Los integrones de la clase 1 se determinaron utilizando la técnica de la PCR. Para la
amplificacion, se emplearon los oligonucledtidos: 5’ CS: 5’- GGC ATC CAA GCA GCA
A-3"y 3" CS:5- AAG CAG ACT TGA CCT GA - 3’, los cuales son segmentos de ADN
que hibridan en las regiones 5’CS y 3’CS de un integréon clase 1 (Levesque et al., 1995).
Para cada amplificacion se prepararon 25ul de la mezcla de reaccion, compuesta por
12,5ul de la polimerasa LPU (2X) de la casa comercial FUNDAIM, 2,5ul de cada
oligonucleétido para una concentracion final de 0,4umol 1" y 2,5ul del ADN  bacteriano,

completando el volumen final con 5ul de agua destilada estéril.

Las condiciones de reaccién utilizadas fueron las siguientes: desnaturalizacion 94°C
por 1 minuto, hibridacion, 60°C por 1 minuto y extension 72°C por 1 minuto. Durante un
tiempo total de 30 ciclos. Con una extension final de 72°C por 10 minutos (Alonso et al.,
2005).

Electroforesis

Los productos amplificados mediante la PCR se analizaron mediante una corrida
electroforética. Para esto se prepar6 un gel de agarosa al 1,0% con buffer TBE 1X (stock
10X: tris base 0,89mol I™, 4cido bérico 0,89umol I, EDTA 0,02mol ). Este buffer,
ademas, se utilizé para realizar las migraciones electroforéticas (60 voltios durante una

hora, aproximadamente) de los productos amplificados.

Para estimar el tamafio del fragmento de ADN amplificado, se utiliz6 el marcador



ADN Ladder (GeneRuler™) de masa molecular de 10 000 pb de longitud, el cual se colocé

en el gel junto a las muestras y los controles de la PCR.

Los geles fueron coloreados con solucién de bromuro de etidio 0,5pg ml™, durante 5
minutos y el exceso se elimind manteniendo el gel en agua durante 5 minutos. Los
productos amplificados se detectaron en el gel mediante la observacion a través de un
transiluminador de luz ultravioleta (UVP) para finalmente ser fotografiados con una camara

digital Samsung.
Control de calidad

Para el control de calidad de la PCR se empled una cepa de K. pneumoniae (CVCM
N° 682), la cual presenta un integrén de 750 pb, y una cepa de E. coli J62-2 (CVCN N°

131), la cual no presenta integron de la clase 1.

El control de calidad de los discos de antimicrobianos utilizados en el antibiograma,
se realizd empleando las cepas E. coli ATTC 25922 y Pseudomonas aeruginosa ATTC
27853.

Anadlisis de los datos

Los datos obtenidos fueron analizados mediante estadistica descriptiva, expresados a
través de tablas y figuras (Dawsen y Robert, 1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

La resistencia bacteriana obtenida en los 27 aislamientos muestra que el mayor
porcentaje lo presentaron los antibioticos p-lactdmicos, ceftazidima (100%) cefotaxima con
(96,29%). La resistencia al cloranfenicol en el estudio fue de 70,37% y para trimetoprin-
sulfametoxazol y tetraciclina, 44,44% y 51,85%, respectivamente. También se encontrd
resistencia a gentamicina (40,74%), tobramicina (44,44%), amikacina (25,92%) vy

netilmicina (7,40%). Con respecto a los porcentajes de resistencia para las quinolonas, el
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22,22% de las cepas presento resistencia a ciprofloxacina y 14,81% a levofloxacina (figura
2).

CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima, AMC*: amoxicilina-acido clavulanico (solo
reportado para K. pneumoniae y E. coli), CIP: ciprofloxacina, LEV: levofloxacina, TE:
tetraciclina, CL: cloranfenicol, SXT: trimetoprin-sulfametoxazol, GEN: gentamicina, TOB:
tobramicina, AKN: amikacina, NET: netilmicina.

Figura 2. Frecuencia de resistencia de las cepas de enterobacterias ante los diferentes
antimicrobianos ensayados.

Las infecciones originadas por enterobacterias resistentes constituyen un problema de
caracter mundial en las diferentes areas de hospitalizacion. En el presente estudio se
detectaron elevados porcentajes de cepas resistentes a los antimicrobianos de uso frecuente
en el tratamiento de las infecciones causadas por enterobacterias. El estudio de la
evaluacion de la actividad antimicrobiana revel6 que todas las cepas presentaron
determinantes de resistencia a, por lo menos, tres agentes antimicrobianos, lo cual hace
concluir que la mayoria de las cepas son multirresistentes; hecho que genera un problema a

nivel clinico, ya que complica la designacion de una terapia antimicrobiana adecuada.

Segun los resultados del estudio de susceptibilidad antimicrobiana, se encontro
elevados porcentajes de cepas resistentes, tanto para cefotaxima y ceftazidima, asi como
también para los aminoglucésidos. Al respecto, Machado et al. (2005) sefialan que la
resistencia ante los aminoglucosidos esta ligada a la de los antibidticos B-lactamicos, esto
es debido a que las enzimas modificadoras de aminoglucoésidos suelen estar codificadas en

plasmidos que portan genes codificadores de B-lactamasas. En este mismo orden de ideas,
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Dubois et al. (2002) reportaron genes codificadores de [-lactamasas y enzimas
modificadoras de aminoglucdsidos en casetes genéticos presentes en la region variable de
integrones de la clase 1 en cepas de P. aeruginosa.

La resistencia bacteriana es un factor que esté relacionado con el aumento de los
casos de infecciones nosocomiales, y es por esta razon que, en los programas de control de
infecciones nosocomiales, la vigilancia de la sensibilidad y resistencia antimicrobiana es

esencial.

De acuerdo a los datos clinicos y epidemiolégicos de los pacientes incluidos en el
estudio (tabla 1), todos éstos se encontraban recibiendo terapia antimicrobiana. El uso
inadecuado y prolongado de los antimicrobianos en el ambiente hospitalario, especialmente
en UCI, trae como consecuencia la aparicion de cepas multirresistentes, debido a que la
presion selectiva ejercida por los antimicrobianos promueve la adquisicion, acumulacién y
transferencia de genes de resistencia entre las diferentes especies bacterianas (Narvéez et
al., 2005).

El porcentaje de las cepas resistentes aisladas en cada area, se muestra en la tabla 2.
La unidad de cuidados intensivos fue el servicio medico donde se encontrd la mayor
cantidad de aislados (37,04%), seguido del servicio de retén con 25,92%. Con respecto a la

frecuencia de cepas multirresistentes, el 92,59% de las mismas presento esta condicion.

Tabla 2. Porcentajes de cepas multirresistentes aisladas en las diferentes areas de atencion
del Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”.

Area de Aislamiento N<2aislados (%) N£2cepas multirresistentes (%)
Unidad de cuidados

: ) 10 (37,04%) 9 (90,00%)
intensivos

Retén 7 (25,92%) 7 (100%)
Medicina A 3 (11,11%) 3 (100%)
Medicina B 2 (7,41%) 1 (50,00%)
Medicina C 3 (11,11%) 3 (100%)
Pediatria A 2 (7,41%) 2 (100%)

TOTAL 27 (100%) 25 (92,59%)

En la unidad de cuidados intensivos se presentan una serie de factores que justifican
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la presencia de aislados multirresistentes, entre estos se pueden mencionar, la edad
avanzada de los pacientes, aplicacion del tratamiento empirico inadecuado, el excesivo
bombardeo con antimicrobianos de amplio espectro y la larga estadia de los pacientes que
permanecen intubados conectados a respiradores mecanicos e invadidos con numerosos
cateteres (Lucet et al., 1996; Sanders et al., 1996).

Diversos autores han reportado la presencia de bacterias multirresistentes aisladas de
pacientes internados en la unidad de cuidados intensivos. Al Naiemi et al. (2005), en
Amsterdam, reportaron la presencia de genes codificadores de enzimas B-lactamasas y
enzimas inactivadoras de aminoglucdsidos en cepas multirresistentes de Enterobacter
cloaceae y Acinetobacter baumanii. En el estado Sucre, Guzméan (2006) reporté una
frecuencia de 63,0% de aislamientos de cepas multirresistentes de K. pneumoniae en la UCI

del Servicio Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcald”.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana permitié detectar una variedad de
fenotipos de resistencia. Se encontraron 19 fenotipos diferentes (tabla 3), la diferencia en
algunos casos estuvo demarcada por variaciones de uno o dos antibidticos entre los perfiles.
El 96,30% de las cepas fue resistente a tres 0 mas antibidticos. En los resultados se excluyd
el reporte de la amoxacilina-acido clavulénico para Enterobacter sp. y K. oxytoca, por

presentar mecanismos de resistencia natural a éste.

Los fenotipos que se presentaron con mayor frecuencia fueron el 111, 1V, VIII, XI,
X1, XVI XVIII, los cuales se encontraron en dos cepas cada uno, a excepcion del fenotipo
I11, el cual se presentd en tres cepas. Los fenotipos se observaron en cepas pertenecientes a

diferentes especies de un mismo género, asi como, en género diferentes.
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Tabla 3. Perfiles de resistencia presentes en las cepas de enterobacterias, aisladas de
pacientes con infeccion nosocomial atendidos en las diferentes areas del Servicio

Auténomo Hospital Universitario “Antonio Patricio de Alcala“.

Cepas Perfil de resistencia Fenotipo
Kp 24 CTX,CAZ I
Kp 02 CTX,CAZ,CIP Il
Esp 06, Kp 20, Kp 27 CTX,CAZ,CL 1]
Esp 03, Esp 19 CTX,CAZ,TE,CL A\
Kp 09 CTX,CAZ,TOB,GEN \
Kp 01 CTX,CAZ,AKN,TE,CL VI
Kp 07 CTX,CAZ,AMC,TE,CL Vi
Ko 14, Kp 34 CTX,CAZ,TE,CL,SXT VI
Ec 32 CTX,LEV,CIP,TE,SXT IX
Kp 04 CTX,CAZ,TOB,GEN,CL,SXT X
Kp 05, Kp 33 CTX,CAZ,TOB,TE,CL,SXT Xl
Esp 61 CTX,CAZ,CIP, TE,CL,SXT Xl
Esp 16, Esp 28 CTX,CAZ,AKN,TOB,GEN,CL Xl
Ec 26 CTX,CAZ,LEV,CIP, TE,SXT XV
Esp 29 CTX,CAZ,AKN,TOB,GEN,TE XV
Esp 12,Espl3 CTX,CAZ,AKN,TOB,GEN,TE,CL XVI
Kp 08 CTX,CAZ,LEV,CIP,GEN,CL,SXT XVII
Ec 15, Ec 17 CTX,CAZ,AMC,TOB,GEN,SXT XVIII
Kp 22 CTX,CAZ,AMC,LEV,CIP,AKN,TOB,GEN, XIX

CL,SXT

Kp: K. pneumoniae, Ec: E. coli, Ko: K. oxytoca, Esp: Enterobacter sp, CAZ:
ceftazidima, CTX: cefotaxima, CIP: ciprofloxacina, AMC: amoxicilina-&cido clavul&nico
GEN: gentamicina, AMK: amikacina, TOB: tobramicina, NET; netilmicina, CL:
cloranfenicol, TE: tetraciclina, SXT: trimetoprin sulfametoxazol, LEV: levofloxacina.

El 11,11% (3/27) de las cepas presentaron integrones de la clase 1, dos cepas (K.

pneumoniae 01 y K. pneumoniae 08) presentaron un integrén y una cepa

presento tres elementos (figura 3).

1 2 3 4 5 6

= 10 000 pb

(E. coli 15)



—— 2000 pb

750 pb

Carril 1: K. pneumoniae (CVCM N° 682) control positivo 750 pb, carril 2: Kp 01
(750 pb), carril 3: Kp 08 (aprox 750 pb), carril 4: Ec 15 (750 pb, 1 000 pb, 1 200 pb), carril
5: E. coli J62-2 (CVCM N° 131) control negativo, carril 6: marcador 10 000 pb ADN
Ladder (GeneRuler™).

Figura 3. Productos de amplificacion obtenidos entre las regiones conservadas 5 CS 'y 3 CS
de un integron de la clase 1, en cepas nosocomiales de enterobacterias.

Los integrones son elementos genéticos identificados en las enterobacterias y otros
microorganismos Gram negativos. La frecuencia de integrones Clase 1 en bacilos Gram
negativos causantes de infecciones hospitalarias, varia de acuerdo al hospital, asi como
también, al periodo en que son analizados los aislamientos (Levesqué et al., 1995; Maguire
et al., 2001; Peter et al., 2001; White et al., 2001). La ausencia de integrones en algunas
cepas bacterianas puede estar relacionada con algin tipo de barrera bioldgica a estos
elementos, o a las moléculas plasmidicas que pueden alojarlos.

El tamafio de los integrones encontrados en las cepas bacterianas varia de 750 pb a 1
200 pb, encontrandose en las 3 cepas (Kp01, Kp08, Ec15) un integrén de 750 pb, y en la
cepa Ec15 adicionalmente al integron de 750 pb dos integrones, uno de 1 000 y 1 200 pb,
respectivamente. En este trabajo, la presencia de tamafios distintos en los productos
amplificados obtenidos entre las regiones variables sugiere que los insertos detectados

pudieran tener diversos origenes (Zhang et al., 2004).

Los tamafios encontrados en la presente investigacion han sido reportados por
diversos autores, y sus analisis de secuencia se relacionan en su mayoria con genes

codificadores de enzimas modificadoras de aminoglucdésidos y/o resistencia al trimetoprim,
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al respecto, Alonso et al. (2005), utilizando iniciadores que amplifican la region variable de
un integron de la clase 1, obtuvieron integrones de tamafios aproximados de 750 pb, en
aislados clinicos provenientes del hospital universitario de Caracas, durante el periodo de
1997-1998, asi mismo, para el afio 2001, 12 de 16 muestras provenientes del mismo centro
hospitalario, presentaban integrones de tamafio similar, ademas de algunos casos que
presentaron amplificados superiores a 1000 pb; al ser secuenciada la region variable de 5 de
estos integrones reveld que en su mayoria contenian casetes génicos responsables para la

resistencia a aminoglucdésidos.

Navia et al. (2003) reportaron en cepas de Shigella flexneri, provenientes de nifios
de Kenia, la presencia de un integrén con un tamafio correspondiente a 750 pb, que al ser
secuenciado reveld la presencia del gen dfrA7 responsable de la resistencia a trimetoprim

en las cepas.

Al analizar la presencia de integrones con el perfil fenotipico presentado por las
cepas, se observo que las tres cepas presentaban diferentes fenotipos (tabla 4), no obstante,
las cepas tenian en comun determinantes de resistencia para las cefalosporinas de tercera
generacion; esto no permite afirmar que los determinantes que confieren resistencia a los f3-
lactdmicos estén codificados en la regién variable de los integrones identificados, ya que
existen otros elementos genéticos como los plasmidos y transposones que portan genes de
resistencia, y tampoco permite descartar que algunos determinantes de resistencia estén

asociados a otras clases de integrones, como los integrones Clase 2, 3 6 4.

Tabla 4. Caracteristicas de las cepas en estudio que presentaron integrones de la clase 1.

Cepa Area Muestra Fenotipo Targsno Especie
. CTX,CAZ,AKN, K.
01 Retén Sangre TE.CL 750 pneumoniae
CTX,CAZ,LEV, K
08 Med. A  Secrecién CIP, 750 o
GEN.CL.SXT pneumoniae
cTX.cazAmc, .20
15 UCl Catéter TOB,GEN,SXT 1(2)88 E. coli

UCI: unidad de cuidados intensivos, Med: medicina, CAZ: ceftazidima, CTX:
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cefotaxima, CIP: ciprofloxacina, AMC: amoxicilina-acido clavulanico GEN: gentamicina,
AMK: amikacina, TOB: tobramicina, NET; netilmicina, CL: cloranfenicol, TE: tetraciclina,
SXT: trimetoprin sulfametoxazol, LEV: levofloxacina.

Diversos autores sefialan que la mayoria de los determinantes de resistencia
encontrados en la region variable de los integrones codifican para la resistencia a
aminoglucoésidos, sin embargo, se ha demostrado la presencia de marcos abiertos de lectura
presentes en integrones de la clase 1 con funcion desconocida (Martinez et al., 1999;
Guerra et al., 2000; Torres et al., 2005).

Al analizar el tamafio de los amplificados de la region variable de los integrones en
las tres cepas, se encontrd un elemento comdn de 750 pb. Estos resultados pueden sugerir
que los amplificados correspondan a un integron especifico, que se disemina entre los
aislados de la familia Enterobacteriaceae y lo mas probable, también a otras familias o un
determinante de resistencia a diferentes antimicrobianos pero con el mismo tamafio. Para
conocer el determinante especifico presente en las cepas se necesitara de analisis de
secuenciacion.

Los resultados del presente estudio indican que en el Servicio Autdnomo Hospital
Universitario “Antonio Patricio de Alcala”, existen diferentes cepas que portan una amplia
variedad de genes de resistencia, ademds, de integrones; los cuales son considerados
conjuntamente con los plasmidos los principales factores de riesgo para la diseminacion de

la resistencia a antibi6ticos en un ambiente.
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CONCLUSIONES

Las cepas incluidas en este estudio presentan, al menos, un determinante de

resistencia para cada grupo de antimicrobiano.

Las cepas presentaron diferentes perfiles de resistencia, con variaciones de uno o dos

antimicrobianos entre ellos.

El mayor numero de cepas multirresistentes se aisl6 de la unidad de cuidados

intensivos.

Tres cepas albergan integrones de la clase 1. Dos presentaban un Unico elemento y

una cepa tres elementos.

RECOMENDACIONES

Mantener la vigilancia epidemioldgica de las infecciones noscomiales, asi como
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también de elementos genéticos como plasmidos e integrones, debido a que estos estan
relacionados con la diseminacion de genes de resistencia a los antimicrobianos, y asi evitar

el aumento de cepas multirresistentes en los centros hospitalarios.

Realizar estudios de secuenciacion de genes para determinar cuales son los genes que

se encuentran circulando en el ambiente hospitalario.
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