La resistencia bacterian
y sus mecanismos de dispersio

La utilizacion de sustancias con efecto antibidtico
para el tratamiento de las infecciones bacterianas no es
una metodologia nueva, ya hace 2500 afios en la China
se utilizaban plantas para el tratamiento del carbunco.
En 1928, Alexander Fleming descubrié en forma acci-
dental el primer antibiodtico, la penicilina, y en 1940,
Florey y Chain utilizaron la penicilina en tratamientos
en seres humanos. Cuando se comenzo6 a utilizar la
penicilina para tratar infecciones producidas por
Staphylococcus aureus, el 10% de los aislamientos eran
resistentes al antibiotico, a los seis anos los aislamien-
tos resistentes representaban el 60% y en la actualidad
mas del 90%.

La utilizacion masiva de antibioticos en el medio hos-
pitalario y en la comunidad da lugar a la seleccion de
bacterias multirresistentes, o sea que una cepa bacteria-
na porta la resistencia a mas de un antibidtico. Este
fenomeno muestra la importancia del estudio de la
diseminacion de la resistencia por la aparicion de cepas
cada vez mds resistentes.

Los mecanismos de transferencia de material genéti-
co entre las bacterias son la conjugacion, la transduc-
cioén y la transformacion.

La conjugacion es un proceso de transferencia genéti-
ca que requiere contacto de célula a célula. Este meca-
nismo requiere de una bacteria donante conteniendo
un pldasmido conjugativo y una bacteria receptora que
carece de él. Los genes que regulan la transferencia
estan situados en una region del plasmido llamada tra.
Algunos genes de la region tra estan relacionados con la
sintesis del pili. Los pili permiten el apareamiento espe-
cifico entre ambas bacterias dando lugar a la formacion
de un puente de conjugacion a través del cual pasa el
ADN de una bacteria a otra. El ADN a transferir es el
plasmido conjugativo, pero a veces también pueden ser
movilizados ADN de otros plasmidos no conjugativos e
inclusive el cromosoma bacteriano.

En la transduccion el ADN se transfiere de una bacte-
ria a otra por medio de un bacteriofago. La transduc-
cion puede ser generalizada o especializada.
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En la transduccion generalizada, un ADN bacteriano,
tanto cromosoémico como plasmidico, pasa a formar
parte del ADN de la particula viral madura en lugar del
genoma del virus. En la transduccion especializada, el
ADN de una region especifica del cromosoma bacteria-
no se integra directamente en el genoma del virus. La
particula viral transductora es defectiva como virus, ya
que genes virales necesarios fueron reemplazados por
genes bacterianos. La transduccion se encontré en bac-
terias Gram positivas, Gram negativas y en Archaebac-
terias.

La transformacion es un proceso por el cual ADN
libre se incorpora a una bacteria receptora competente
y se lleva a cabo una recombinacion genética. Cuando
una bacteria es capaz de tomar una molécula de ADN y
ser transformada se dice que es competente. Solo algu-
nas cepas son transformables, sugiriendo que puede ser
una caracteristica heredable. La transformacion natural
ocurre en bacterias Gram negativas y Gram positivas.
La transformacion natural de alta eficiencia se encuen-
tra en pocos géneros, es por ello que se desarrollo la
transformacion artificial en la que se induce competen-
cia en bacterias a partir de un tratamiento con calcio y
baja temperatura. Esta técnica es muy utilizada en bio-
logia molecular.

Los mecanismos de dispersion de los genes de resis-
tencia estan mediados por plasmidos, transposones e
integrones que portan los genes de resistencia a antibio-
ticos.

LOS PLASMIDOS

Los genes que codifican para la resistencia bacteriana
a los antibioticos pueden estar ubicados tanto en el
cromosoma como en plasmidos. Los plasmidos son
elementos genéticos que se replican independiente-
mente del cromosoma bacteriano, estdn constituidos
de ADN doble cadena, son circulares y su tamafio varia
entre 10° a 10° pares de bases (pb.). Los plasmidos se
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encuentran en bacterias Gram positivas y Gram negati-
vas, conociéndose miles de plasmidos diferentes. Solo
en cepas de E. coli se aislaron mas de 300 plasmidos
naturales. Gran parte de los genes de resistencia a anti-
bioticos relevantes en la clinica se encuentran en plas-
midos.

Los plasmidos de resistencia (plasmidos R) constitu-
yen uno de los grupos de plasmidos mds extendido en
los aislamientos clinicos, confieren resistencia a los
antibioticos y a inhibidores del crecimiento. Se descu-
brieron inicialmente en Japon, en cepas de bacterias
entéricas que habian adquirido resistencia a varios anti-
bioticos y a partir de entonces se han encontrado en
todos los continentes. El plasmido R100, por ejemplo,
tiene 89.300 pb. y porta genes de resistencia a las sulfo-
namidas, estreptomicina, espectomicina, acido fusidi-
co, cloranfenicol y tetraciclina. Este plasmido se trans-
fiere entre bacterias entéricas de los géneros Escheri-
chia, Klebsiella, Proteus, Salmonella y Shigella pero no
se transmite a la bacteria no entérica Pseudomonas.
Muchos de los genes de resistencia portados por el plas-
mido R100 se encuentran en elementos transponibles y
en integrones.

ELEMENTOS TRANSPONIBLES

Los elementos transponibles fueron primeramente
identificados como inserciones espontaneas en los ope-
rones bacterianos, ya que anulaban la transcripcion o la
traduccion de los genes en los cuales se insertaban. A
partir de entonces se caracterizaron diversos tipos de
elementos transponibles.

Secuencias de insercion

Los transposones mas simples se denominan secuen-
cias de insercion (IS). Cada tipo lleva un prefijo IS
seguido por un numero que la identifica. Los elementos

IS son constituyentes normales del cromosoma bacte-
riano y de los plasmidos. Una cepa de E. coli lleva al
menos 10 copias de los elementos IS mas comunes. Los
elementos IS son unidades autonomas, los cuales codi-
fican para una proteina necesaria para la transposicion:
la transposasa. Ademads, todas las IS comparten una
organizacién similar. En sus extremos tienen secuen-
cias cortas repetidas e invertidas llamadas “inverted
repeats” (IR). Las IS contienen una unica region codifi-
cante que codifica para la transposasa y que se encuen-
tra entre los dos IR (Figura 1). Cuando un elemento IS
transpone, se duplica una secuencia del huésped en el
sitio de insercion y se identifican porque son pequenas
secuencias directas que flanquean las IR.

Los transposones compuestos

Los transposones compuestos estan conformados por
una region central que porta el gen marcador, flanquea-
da a ambos lados por elementos IS, pudiendo encon-
trarse en la misma orientacion o invertida (Figura 2).
En algunos casos los modulos del transposon son idén-
ticos como es el caso de Tn9 (repeticiones directas de
IS1) y de Tn903 (repeticiones invertidas de 1S903). En
otros casos, los modulos estan relacionados pero no son
idénticos, como en el caso de Tnl0 y de Tn5. Los genes
marcadores son usualmente genes de resistencia a anti-
bioticos, como en el caso de Tn9 a cloranfenicol, en
Tnl0 a tetraciclina y en Tn903 y Tn5 a kanamicina.

Los transposones replicativos

En la transposicion replicativa, el elemento es dupli-
cado durante la reaccion, asi la unidad que se transpone
es una copia del elemento original. Entonces, la trans-
posicion implica un aumento del namero de copias del
transposon. A este grupo pertenecen los transposones
relacionados a TnA. La familia TnA esta compuesta por
transposones grandes mayores a 5 kb, entre los que Tn3
y Tn1000 son los mds caracterizados.

IR Gen Transposasa IR

l

I 1ATGCA T 1
[ I TACGTE 1
ADN blanco

Transposicién l

C— ATGCA - ATGCA
== tacGT TACGT =

IR Gen Transposasa IR

IS Genes de resistencia a antibidticos 1S
E— N H— 1
IR IR Region central IR IR

IS Genes de resistencia a antibibticos IS
— H—0N
IR IR Region central IR IR

Figura 1: Secuencias de insercion y su transposicion. En la trans-
posicion de una IS se duplica una secuencia del huésped en el
sitio de insercion que se identifican como cortas secuencias
directas que flanquean las IR.

Figura 2: Transposones compuestos.
Arriba: transposon compuesto con dos IS en la misma orientacion, en
la region central se encuentran los genes de resistencia a antibicticos.
Abajo: transposén compuesto con dos IS en orientacion invertida.
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Los transposones se componen de los genes para la
transposicion tnpA y tnpR, que codifican para la trans-
posasa y la resolvasa respectivamente y por los extre-
mos IR, de alrededor de 38 pb. Usualmente poseen
genes como los de resistencia a antibioticos (Figura 3).

Los transposones no replicativos

Los transposones no replicativos son aquellos que se
mueven como una entidad fisica directamente de un
sitio a otro, en forma conservada. Es el caso del fago
Mu, que cuando infecta una célula se integra a su geno-
ma por transposicion no replicativa mientras que en el
ciclo litico el numero de copias se amplifica por una
transposicion replicativa.

INTEGRONES

Historia de los integrones

Al poco tiempo de la introduccién de la terapia
antibiotica, se encontraron bacterias patogenas resis-
tentes a diversas familias de antibidticos. Evidente-
mente, la mayoria de los genes de resistencia no ha-
bian evolucionado a partir del advenimiento del uso
de antibioticos ni habian evolucionado de novo en los
microorganismos resistentes, sino que adquirieron la
resistencia a partir de la transferencia horizontal de
genes.

Estudios con enzimas de restriccion y técnicas de
hibridacion evidenciaron que diferentes genes de
resistencia a antibioticos se encontraban en la misma
ubicacion en plasmidos relacionados como R388 y
pSa'l o transposones como Tn21, Tn2603 y Tn2424. El
desarrollo de la técnica de secuenciacion de ADN
mostré que muchos de los genes de resistencia en bac-
terias Gram negativas se encontraban en un contexto
genético similar como dhfrIl del plasmido R388,
aadA2 de pSa y aadAl de Tn2123. En particular, las
secuencias flanqueantes eran idénticas o similares
sugiriendo que existia un mecanismo especifico para
la diseminacion de estos genes. Esto dio lugar al des-
cubrimiento de un sistema de recombinacion sitio-
especifica independiente de RecA (mecanismo de
recombinacion homologa en bacterias), codificado en

elementos genéticos que se denominaron integrones®.
El integron mas pequeno consiste en un gen, intl, que
codifica para una recombinasa sitio-especifica deno-
minada integrasa’® y un sitio adyacente de recombina-
cion attl. Los integrones también pueden contener
uno o mas cassettes integrados en el sitio attl. Los cas-
settes consisten en un gen y un sitio de recombina-
cion, los cuales pueden ensamblarse en arreglos en
tandem y diseminarse a través de la poblacion bacte-
riana por mecanismos de transferencia horizontal®.

Los integrones y los cassettes se encuentran amplia-
mente distribuidos en las bacterias Gram negativas.
Fueron encontrados en mds de doce géneros de la fami-
lia Enterobacteriaceae, en algunos miembros de la fami-
lia Vibrionaceae®, Pseudomonads’, Acinetobacter® y Xan-
thomonads®. Aunque los integrones no estan restringi-
dos a bacterias Gram negativas y proteobacterias ya que
se encontraron integrones en bacterias Gram positivas
como Corynebacterium glutamicum y Mycobacterium
fortuitum 1011,

Genes en cassettes

Los genes en estructura de cassette normalmente
incluyen dos componentes funcionales: el gen y el sitio
de recombinacion attC o elemento de 59 bases (59-be),
localizado en el extremo 3’ del gen'? (Figura 4).

Los cassettes en general se identifican por el nombre
del gen que codifican y se los denomina con una letra a
aquellos que contienen marcos de lectura abierta de
funcion desconocida.

El numero de genes identificados en estructura de
cassette crece dia a dia. Se describieron mas de 80 cas-
settes que portan genes de resistencia a antibioticos
como aminoglucosidos, B-lactamicos, trimetoprima,
sulfamidas, cloranfenicol, eritromicina, estreptomici-
na, rifampicina y ademas desinfectantes y antisépti-
cos'>!*, Para algunas familias de antibioticos, la mayo-
ria de los genes se encuentran en cassettes como las
B-lactamasas de clase D, las DHFR de la familia 1 y las
cloranfenicol acetil-transferasas de clase B!. Las
B-lactamasas codificadas en cassettes son de tres distin-
tas familias: clase A (bla,), clase B metalo-f3-lactamasas
(bla,yp) v clase D (oxa). Las dihidrofolato reductasas
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Figura 3: Transposones replicativos: esquema del transposon TnA.
Los transposones de la familia de TnA tienen secuencias IR en sus
extremos, un sitio res interno y tres genes conocidos: tnpA, tnpR
y el gen de resistencia a ampicilina bla 1y, Las flechas indican
el sentido de la transcripcion.

Figura 4: Estructura de un gen con estructura de cassette.

El cassette esta formado por el gen y el sitio de recombinacion attC.
Las flechas senalan el inicio y el final del cassette, denotando los
sitios por donde se realiza la recombiancion sitio-especifico
para la movilizacion del mismo.
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que confieren resistencia a la trimetoprima son de dos
familias no relacionadas (dhfrA y dhfrB).

El hecho de que la mayoria de los genes identificados
en cassettes corresponda a genes de resistencia a anti-
bioticos no es mas que la consecuencia de que la mayo-
ria de los estudios estan dirigidos al analisis de aisla-
mientos clinicos. Sin embargo, las funciones de los
genes en cassettes no se limitan a resistencia a antibioti-
cos y el rol de los integrones no consiste en la adquisi-
cion y diseminacion de los genes de resistencia. Existen
otros cassettes que codifican para toxinas, sistemas de
modificacion y restriccion, lipoproteinas y determinan-
tes de patogenicidad®®.

Los sitios de recombinacién asociados a los cassettes
se denominan attC o elementos de 59 bases y se locali-
zan en el extremo 3’ del cassette.

Cada cassette posee un unico sitio attC, cuyo largo y
la secuencia de los mismos varia entre los diferentes
cassettes>.

Los integrones se clasifican de acuerdo a la secuencia
de su integrasa. Cada gen intl estd asociado con un sitio
unico attl. El integron mas frecuente y mas estudiado es
el de clase 1, el cual codifica para IntIl y contiene el
sitio de recombinacion attll. Los integrones de esta
clase estan ampliamente distribuidos entre los aisla-
mientos clinicos y se encuentran localizados en trans-
posones y plasmidos. El integron de clase 2 codifica
para una IntI2 y para un sitio attI2 y se encuentra en el
integron Tn7 y los transposones relacionados. Los inte-
grones de clase 3, se encontraron, hasta el momento, en
aislamientos clinicos de Japon!’. El integron de clase 4
o0 integron Vch, es un superintegron cromosomal que
contiene mas de 179 cassettes encontrado en el genoma
de Vibrio cholerae.
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Figura 5: Estructura general de los integrones de clase 1.

En la region 5’ conservada se encuentra el gen de la integrasa intl 1,
los promotores Py el sitio attl (6valo negro). En la region variable se
insertan los cassettes por un mecanismo de recombinacion sitio-
especifico. En la region 3’ conservada se encuentran los genes
qacEA1, gen de resistencia a antisépticos; sull, gen de resistencia a
sulfonamidas y el orf5 de funcién desconocida.

Las cuatro integrasas Intl comparten una identidad de
42 a 58% en la secuencia aminoacidica y tienen tamano
similar, 317 a 340 aminodcidos.

Estructura de un integréon

Los integrones de clase 1 estan compuestos por tres
regiones: dos segmentos conservados y una region varia-
ble que incluye los genes con estructura de cassettes.

Laregion 5’ conservada codifica para la integrasa, que
es la recombinasa de ADN sitio-especifica involucrada
en la escision e integracion de los genes en cassettes.
Este segmento contiene también una region promotora
y un sitio de recombinacién (attl) ubicado en los ulti-
mos 40-70 pares de bases!®.

La region 3’ conservada incluye un gen de resistencia
a antisépticos, qacEAI; un gen de resistencia a sulfona-
midas, sull y un marco de lectura abierta de funcion
desconocida, orf5. La region variable se encuentra entre
las dos regiones conservadas. Uno o mds genes se
encuentran en la region variable, pero cada gen confor-
ma su cassette, aunque existen pocos casos de dos
genes en un mismo cassette'® (Figura 5).

Los cassettes son elementos moviles que no codifican
para los genes involucrados en su propio movimiento.
Su movimiento, o sea su integracion y escision depende
de la integrasa, la cual interacciona con los sitios de
recombinacion: attl y el sitio attC localizado en el extre-
mo 3’ del cassette.

Los integrones de clase 2, que se encuentran en Tn7'y
derivados, portan en el extremo 3’ conservado los genes
tns, los cuales codifican para su transposicion. Estos
integrones portan el gen sat que otorga resistencia a
estreptotricina, un antibiotico producido por Strep-
tomyces lavendulae conformado por un anillo estreptoli-
dina unido a una cadena lateral de polilisina. Este anti-
biotico se utiliza en veterinaria y en la industria de ali-
mentos y no en la clinica humana (Figura 6).

Movilizacion de los integrones

La integracion de un cassette en un integréon involucra
una recombinacion sitio-especifica mediado por la inte-
grasa entre el sitio attl ubicado en el integron y el sitio
attC en un cassette circular libre en el citoplasma. La
escision de los cassettes es la inversa de la integracion.
Cassettes circulares simples o compuestos se regeneran
por medio de la escision, siendo importantes interme-
diarios en el proceso de movilizacion® (Figura 7).

La recombinacion entre un sitio attl y el sitio attC y
entre dos sitios attC es la reaccion biolégica mas impor-
tante para la integracion y escision de cassettes. En
experimentos de integracion in vivo, la recombinacion
attl x attC ocurre a una frecuencia mas alta que la
recombinacion attC x attC. Asi, un cassette se integra-
ria, en un integron que posee cassettes inmediatamente
adyacente al sitio attl, asegurando una maxima expre-
sion a partir del promotor.
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Figura 6: Esquma de un integron de clase 2, el Tn7. El integron
estd compuesto por la integrasa de tipo 2 y los genes dfrA1, sat
y aadAT que codifican para la resistencia, a trimetoprima,
estreptotricina y estreptomicina-espectinomicina.

En el extremo 3’ conservado se encuentran los genes
tns E, D, C, By A, necesarios para la transposicion.

Eventos de recombinacion entre dos sitios attl ocu-
rren, pero a una frecuencia mas baja. Ademas de la
recombinacion entre los sitios attl y attC, Intl I puede
también recombinar con baja eficiencia los sitios attl y
attC, con sitios secundarios. Se secuenciaron mas de 50
secuencias con recombinaciones en sitios secundarios,
entre los que se encontro el consenso GNT (Gt/aT, Ga/t
TNa/t)?!22. La recombinacion entre un sitio-especifi-
co y un sitio secundario da lugar a la adquisicion de
cassettes por genomas que no poseen integrones. La
mayoria de las inserciones fuera del contexto de los
cassettes son estables debido a que las secuencias flan-
queantes son inactivas. La expresion de estos cassettes
solo se observara en el caso en que el cassette se inser-
te en la orientacion correcta con respecto a un promo-
tor preexistente.

La movilizacion de genes en cassettes es el sistema
de recombinacion sitio-especifico conocido mas pro-
miscuo. Incluye un rango de sitios de recombinacion
especifica de diferentes secuencias, incluyendo cien-
tos de cassettes asociados a sitios attC, también al
menos 4 sitios attl y cientos de potenciales sitios
secundarios que son reconocidos por al menos cuatro
recombinasas.

Super-integrones

Recientemente se describio un nuevo tipo de inte-
gron: el super-integron. Este consiste en un arreglo
cromosomal de un gran numero de genes en estructu-
ra de cassettes, moviles por medio de una integrasa
sitio-especifica codificada en el integron'®. Esta
estructura se describio en Vibrio cholerae por primera
vez, contiene 179 cassettes y tiene 126 Kb. de largo®”.
Los sitios attC se denominan en este caso, VCR por
“Vibrio cholerae repeats”. Los VCR asociados con los
cassettes estan muy relacionados entre si y comparten
una homologia de 95-97%. Se localizaron genes de
resistencia en estructura de cassette entre el super-
integron de Vibrio cholerae como es el caso de CARB-
7%. Este hallazgo sugiere que el conjunto de cassettes
disponible se superpone para los integrones y los
super-integrones. Los 179 cassettes encontrados en
Vibrio cholerae no se expresan a partir de un sé6lo pro-
motor, especialmente cuando no todos se encuentran
orientados en la misma direccion?*. En Vibrio cholerae
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Figura 7: Integracion y escision de cassettes en integrones
de clase 1. La integracion y escision de los cassettes circulares
en integrones de clase 1 es realizada por la integrasa producto

del gen intl I.

serogrupos Ol y O139 y en otra especie de Vibrio
como es el caso de Vibrio mimicus también se encon-
traron super-integrones® 2.

Se propuso que el super-integron podria funcionar
como un grupo de genes vinculados a la patogenicidad
y también en la captura de genes con otras funciones
bioquimicas, especialmente aquellas que responden a
una variedad de sefiales ambientales?’.

En los ultimos anos se describié un super-integron en
Pseudomonas alcaligenes’. Este es cinco veces menor
que el super-integron de Vibrio cholerae. Los sitios attC
se denominan, en este caso, PAR “Pseudomonas alcalige-
nes repeats” y muestran una homologia de 90% entre
ellos y poseen entre 76 y 90 pb. Se encontraron secuen-
cias PAR en cuatro especies del género Pseudomonas:
P. alcaligenes, P. mendocina, P. stutzeri y Pseudomonas
spp. En otras especies aisladas del ambiente se descri-
bieron integrones como en Treponema denticola, Geo-
bacter sulfurreducens, Shewanella putrefasciens. La ho-
mologia entre las integrasas de estas especies con la
IntI 1 es de entre 50 y 60% 2°.

Los cassettes encontrados no tienen homologia con
proteinas conocidas pero algunos contienen motivos
que se asocian con la pared celular y el uso de codones
difiere entre los distintos cassettes. Todas estas caracte-
risticas sugieren que el rol de esta estructura en la inter-
accion con el ambiente, considerando que el habitat, el
suelo (Pseudomonas) y el agua (Vibrio) podrian estimu-
lar el intercambio, a partir de estructuras de integrones
de organismos divergentes filogenéticamente.

CONCLUSIONES

e La principal causa del fracaso terapéutico es el nota-
ble aumento de la resistencia bacteriana debida princi-
palmente al abuso y mal uso de los antimicrobianos.
Esto puede deberse a tratamientos antibioticos inade-
cuados tanto por suministro de dosis o en intervalos
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inapropiados o por un tiempo insuficiente y también
por el incumplimiento del paciente a las indicaciones
del profesional.

e El aumento de la resistencia se debe a la seleccion de
genes de resistencia a antibidticos y a su diseminacion.
Este fenomeno permite que dentro de una misma estruc-
tura se seleccione mas de un gen de resistencia incre-
mentando aun mas el riesgo del fracaso terapéutico.

e El éxito de los integrones y de los cassettes de ingresar
en diversas poblaciones bacterianas es atribuible a la varie-
dad de mecanismos que utilizan para su movilizacion y
transferencia. Los cassettes pueden ser intercambiados
dentro del mismo integron y entre integrones a través de
recombinaciones sitio-especificas. A su vez, algunos inte-
grones estan localizados en transposones, los que se
encuentran en plasmidos conjugativos. Como ejemplo se
puede considerar a Tn21 y los transposones relacionados.
Tn21 es un transposon compuesto, ampliamente distri-
buido en la clinica, que porta cassettes de resistencia a
antibioticos dentro de un integron. Tn21 se ubica dentro
del transposon compuesto Tn9-like, que se encuentra en
el plasmido conjugativo NR1. Asi, por recombinacion
sitio-especifica se ensamblan arreglos de cassettes dentro
de los integrones que, por transposicion y conjugacion, se
transfieren en forma horizontal (Figura 8).
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o &
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Figura 8: Conjugacion entre bacterias. En el plasmido conjugativo
se transfiere un integrén portando un gen de resistencia a antibio-
tico ubicado dentro de un transposén ubicado en el plasmido.

Es fundamental reconsiderar al profesional de la salud
como el principal actor para evitar la diseminacion de la
resistencia bacteriana a través de la actualizacion per-
manente de la epidemiologia de las infecciones y la far-
macologia de los antibidticos en uso para las terapias
antibioticas.
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