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Con el objeto de evaluar la resistencia
antimicrobiana a 11 antibióticos y su relación
con la presencia de integrones (clase 1-3),
se analizo un total de 138 muestras que
incluyen enteropatógenos (Shigella spp,
EPEC, ETEC y EHEC) aislados de heces de
niños con diarrea, así como  E. coli no
diarreogénica, aislada de heces de niños
sanos de la ciudad de La Paz. Entre los
marcadores  de  res i s tenc ia  más
frecuentemente encontrados, se destacan
Ampicilina (95%) y Estreptomicina (90%)
seguido por Cotrimoxazol (60%). Se
encontró un elevado porcentaje (96%) de
aislados resistentes al menos a 1 antibiótico,
donde la multiresistencia de 3 hasta 6
antibióticos representó el 82%. Los aislados
de Shigella spp y E. coli no diarreogénica
presentaron perfiles de resistencia similares,
predominando la multiresistencia  ( a 4
antibióticos, en contraste a ETEC y EPEC,
con menores porcentajes de resistencia.
Esto sugiere que E. coli no diarreogénica
puede servir de reservorio de genes de
multiresistencia a otros patógenos y
viceversa y que la expansión de la
multiresistencia estaría relacionada a la
prevalencia de enteropatógenos circulantes.
Se observó una asociación significativa

entre la presencia del integrón de clase 2
con la multiresistencia ( a 4 antibióticos en
todos los aislados analizados y con el
integrón de clase 1 (Shigella spp y E. coli
no diarreogénica). La presencia de
integrones estuvo asociada en mayor
frecuencia a aislados resistentes a 7
antibióticos analizados. Este estudio
constituye el primer reporte en nuestro
medio de la multiresistencia antimicrobiana
asociada a integrones detectados por
métodos moleculares, y refleja  la amplia
distribución de los mismos, tanto en la flora
normal como patogénica de la población
infantil de la ciudad de La Paz. En conjunto,
los datos obtenidos tienen relevancia para
el tratamiento antimicrobiano de
enfermedades diarreicas y control de la
diseminación de la resistencia.
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A total of 138 samples collected in the city
of La Paz, including enteropathogens isolated
from stools of children with diarrhea as well
as fecal E. coli from healthy children, were
analyzed to evaluate integron-associated
antimicrobial multi-resistance distribution.
The highest rate of resistance was against
Ampicillin (95%), Streptomycin (90%)
followed by Cotrimoxazole (60%).  A high
percentage (96%) of antimicrobial resistance

isolates to at least one antibiotic and multi-
resistance to between 3-6 antibiotics (82%)
was found. Resistance patterns were similar
among Shigella spp and non-diarrheogenic
E coli, showing high multi-resistance
prevalence to (  4 antibiotics, in contrast
to ETEC and EPEC.  These data suggest,
that non-diarrheogenic E coli can serve as
multi-resistance genes reservoir to other
pathogens and vice versa,
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and that multi-resistance expansion may
be associated with the circulating
enteropathogens prevalence. In all isolates,
a significant association among class 2
integron and  (  4 antibiotic multi-resistance
was found, as well as between class 1
integron and isolates from Shigella and
non-diarrheogenic E coli. Integron presence
was associated with the resistance to 7
antibiotics. This is the first report of
molecular detection of integrons among
pathogenic and normal flora of child
population of city of La Paz demonstrating

a wide integron-associated antimicrobial
multi-resistance. These results are relevant
to antimicrobial diarrhea treatment and
resistance disseminat ion control.
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INTRODUCCION
El aumento progresivo de resistencia antimicrobiana
de los patógenos entéricos, particularmente Shigella,
Escherichia coli enterotoxigénica, Salmonella typhi
y Vibrio cholerae, es un problema crítico para la
población que vive en países en vías de desarrollo
donde existen altos porcentajes de enfermedades
diarreicas agudas (EDA) que están generalmente
asociadas a la mortalidad infantil (1, 2, 3). Se estima
que en países subdesarrollados, cerca de 4 millones
de niños menores de 5 años mueren por año por
gastroenteritis aguda (4) donde la desnutrición es
un factor adicional de alto riesgo tanto en la diarrea
aguda como en la persistente donde en muchos
casos, se requiere tratamiento antimicrobiano (5,6).

A pesar de que una proporción importante de las
EDA son de origen infeccioso que incluye en parte
a enteropatógenos bacterianos, la terapia
antimicrobiana tiene un rol limitado, dependiendo
del patógeno, estado del paciente, curso de la
enfermedad y otros factores. En Bolivia, para tratar
la shigellosis se administra como norma
Sulfametoxazol-Trimetoprim (Cotrimoxazol) (7). Así
también, en Chile, El Salvador, Brasil y México, el
tratamiento con antimicrobianos sigue siendo la
herramienta de elección para disminuir la severidad
y/o muerte por shigellosis, diarrea del infante y
otras enfermedades entéricas como colitis (8, 9, 10,

11, 12).

La creciente resistencia a antimicrobianos en aislados
patógenos es de gran preocupación especialmente
en países en vías de desarrollo, donde los antibióticos
alternativos no están muy comercializados o son
muy caros (13). La auto administración de antibióticos,
la facilidad al acceso sin prescripción médica y su
uso inapropiado y excesivo son los principales
condicionantes de la resistencia bacteriana que
sumadas a las condiciones sanitarias deficientes y
hacinamiento permiten su rápida diseminación en
regiones pobres y en desarrollo (14). Así, el proceso
de selección de la resistencia es un fenómeno

natural que se incrementa con el abuso y el uso
indiscriminado de antibióticos en el tratamiento de
las enfermedades infecciosas (15, 16).

Este fenómeno afecta no solo a los patógenos
bacterianos sino también a las bacterias de la flora
normal, sobre todo a las provenientes del tracto
intestinal que  podrían adquirir multiresistencia a
diferentes antibióticos debido a la frecuente
exposición por la administración vía oral de los
mismos. De esta manera la flora comensal puede
constituirse en un reservorio de genes de resistencia
(17, 18).

La resistencia a diferentes antimicrobianos se
encuentra en genes localizados en  cromosomas,
plásmidos o transposones. La transferencia
horizontal de genes de multiresistencia favorece
su distribución entre diferentes bacterias de una
y de diferente especie (19).

En 1990, se descubrió además, un elemento
genético asociado a la resistencia que involucra la
integración, por el mecanismo de recombinación
específica, de uno o varios genes de resistencia
bajo el control de un solo promotor. Este elemento
se conoce como integrón y se encuentra como
parte de los transposones de la familia Tn21 o
independientemente, en diferentes grupos de
plásmidos y cromosomas (20).

Los integrones son sistemas de expresión genética
que incorporan varios marcos de lectura abierta
(ORF´s) y los convierten en genes funcionales. Los
integrones promueven la captura de uno o más
cassettes genéticos dentro del mismo sitio de unión,
por lo tanto, forman grupos o clusters de genes de
resistencia antimicrobiana (21). Se conocen hasta
el presente 5 diferentes clases de integrones, que
se distinguen por su respectivo gen de la integrasa
y que comprenden alrededor de 60 genes de
resistencia organizados en casettes de resistencia
(22, 23, 24).



La asociación de integrones con elementos móviles
promueve la transmisión horizontal entre plásmidos
y cromosomas así como entre diferentes replicones,
contribuyendo de esta manera a la diseminación
de genes de resistencia (25, 26). Los integrones han
sido encontrados en bacterias patógenas resistentes
a antibióticos Gram negativas y Gram positivas que
circulan en hospitales y en la comunidad (27, 28).

En el presente trabajo, se pretende contribuir al
conocimiento de los mecanismos de resistencia
antimicrobiana en enteropatógenos aislados de
heces de niños con procesos diarreicos y en
Escherichia coli de la flora comensal aislada de
muestras control (niños sanos), mediante el análisis
de la resistencia a 11 diferentes antimicrobianos,
 asociada a la presencia y distribución de las
diferentes clases de integrones.

MATERIAL Y MÉTODOS
Muestras de estudio. Se analizaron un total de
138 aislados bacterianos, de las cuales 100 muestras
provenían de la colección de cepas de
enterobacterias patógenas del Instituto de Biología
Molecular y Biotecnología (I.B.M.B.) aisladas entre
los años 1994 y 2002 a partir de heces de niños
menores a 5 años con procesos diarreicos
infecciosos; y las restantes 38 muestras se aislaron
de niños sanos considerados como muestras control
aisladas entre el 2002 y 2005.

Aislamiento, cultivo e identificación de los
aislados bacterianos. Las muestras de heces
fecales fueron sembradas en agar MacConkey, agar
XLD y agar SS donde las colonias que crecieron
fueron identificadas por las respectivas pruebas
bioquímicas: SIM, TSI, LIA, Citrato de Simmons,
Ureasa, Rojo Congo (29) para la identificación de
aislados de Escherichia coli y  Shigella spp.

Identificación de genes patógenos por medio
de PCR. A los aislados que provenían de niños
sanos como de niños con procesos diarreicos, se
verificó la presencia de genes de patogenicidad de
las siguientes categorías de E. coli diarreogénica:
EPEC (eae), ETEC (lt y st) y EHEC (stx1 y stx2)
por medio de PCR con los cebadores característicos
para cada uno de estos genes (30). Las amplificaciones
se realizaron en un termociclador Biorad Serie 5615
- B. Los productos de PCR se analizaron por medio
de electroforesis en geles de agarosa al 1% a 100
Voltios en 0.5X de buffer TBE y se visualizaron en
un transluminador de luz ultravioleta en presencia
de bromuro de etidio (5mg/ml).

Resistencia a antibióticos. Se determinó los
patrones de resistencia de los aislados bacterianos

por el método de difusión en agar según las normas
del NCCLS (31). Como control de calidad se emplearon
las cepas Escherichia coli ATCC 25922, E. coli
productora de beta-lactamasa ATCC 35218,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212 y Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, con los cuales se comparó las
dimensiones de las zonas de inhibición. Los agentes
antimicrobianos en disco utilizados fueron;
Ampicilina (Amp): 10 (g/ml, Cloranfenicol (Cm):
30 (g/ml, Estreptomicina (Sm): 10 (g/ml,
Cotrimoxazol (SXT): 25 (g/ml, Tetraciclina (Tet):
30 ( g/ml, Gentamicina (Gm): 10 ( g/ml,
Ciprofloxacina (Cip): 5 (g/ml, Cefoxitina (Fox): 30
(g/ml, Cefotaxima (CTX): 30 (g/ml, Ampicilina -
Sulbactam (AmpSul): 10 - 10 (g/ml y Ácido
Nalidíxico (AcN): 30 ( g/ml.

Detección de integrones de clase 1, 2 y 3. A
todos los aislados bacterianos se realizó la detección
de las diferentes clases de integrones (clase 1,
clase 2 y clase 3) mediante PCR utilizando cebadores
específicos (32) La mezcla de reacción contenía: 0,4
(l de dNTPs (1,25 mM de cada desoxiribonucleótido),
1 (l de MgCl2 (50mM), 2 (l de tampón PCR 10x,
0.12 (l de taq DNA polimerasa (Promega), 0.5 (l
de cada cebador (20 (M) (Promega) y agua destilada
(5,48 (l) hasta completar un volumen total de 10
(l.  La amplificación se realizó en el termociclador
BioRad Serie 5615 - B con las siguientes condiciones
de ciclaje: un ciclo a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos
a 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto 30
segundos y 72°C por dos minutos y finalmente una
extensión final de 72°C por 10 minutos. Los
productos de PCR se analizaron por los mismos
anteriormente descritos. Los tamaños esperados
de los productos de PCR fueron de 892 pb (intI1),
467 pb (intI2) y 760 pb (intI3).

Análisis de restricción de los productos génicos
amplificados de integrones de clase 1, 2 y 3
(PCR - RFLP). Los productos de PCR fueron
confirmados por  medio de restricción enzimática
del producto de amplificación de intl1 con  la enzima
SphI. De igual manera se verificaron los productos
amplificados de los genes intl2 e intl3 por restricción
enzimática con HaeIII y RsaI, respectivamente.

Métodos estadísticos. Los datos obtenidos se
analizaron mediante el "Programa R" con un valor
de significancia de p<0.05. Se utilizó el "Test de
Chisq" (33) para comparar los valores de significancia
de las muestras patógenas y las muestras control.
Asimismo,  se utilizó el "Test de Wilcox" (33) para
evaluar los valores p de multiresistencia
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antimicrobiana asociada con la presencia de
integrones.

RESULTADOS
Análisis de las muestras. Del total de muestras
analizadas, un 72% provinieron de niños con
procesos diarreicos y un 28% de niños sanos; en
estos últimos, los aislados de E. coli fueron definidos
como E. coli ND (E. coli no diarreogénica), los
cuales no presentaron los genes de patogenicidad
analizados por PCR. El porcentaje de cada tipo de
aislado bacteriano entérico se muestra en el Cuadro
Nº 1 con un promedio de 29 muestras.

Cuadro Nº 1. Tipos de aislados bacterianos

*Escherichia coli enteropatógena
†Escherichia coli enterotoxigénica
‡Escherichia coli enterohemorrágica
¶Escherichia coli no diarreogénica.- Comprenden aislados de E. coli que provienen
de heces fecales de niños sanos menores de 5 años (muestras control) que no
presentaron ninguno de los genes de patogenicidad (eae, lt, st, stx1 y stx2)

Análisis bacteriano y perfiles de resistencia.
EL 96% (132) de los  138 aislados analizados,
presentaron resistencia a por lo menos 1 antibiótico.
En la Figura 1A se observa el porcentaje de
resistencia a entre 1 y 8 antibióticos en el total de
los aislados bacterianos estudiados, donde
predominaron los aislados resistentes de 3 hasta
6 antibióticos que, en conjunto, representaron el
82% (n = 110). El análisis estadístico de la
distribución del porcentaje de aislados resistentes
al número de antibióticos analizados, mostró que
la proporción de resistencia observada fue
significativamente diferente a los valores esperados
(p<0.05) (Figura Nº 1B) bajo un modelo de
independencia. Esto es evidente sobre todo para
los valores de resistencia a 3, 4, 5, 7 y 8 antibióticos
así como para la sensibilidad a todos los antibióticos.

Figura Nº 1-A

Figura Nº 1-B

Distribución de la resistencia del total de aislados bacterianos en relación
al número de antibióticos. A. Valores observados. B. Valores esperados
bajo modelo de independencia (los cuadrados negros representan a los

valores observados)

En la Figura Nº 2 se observa el porcentaje de
resistencia que presentaron los aislados bacterianos
a cada uno de los 11 antimicrobianos por separado,
siendo  la resistencia a Amp la más frecuentemente
encontrada, seguida por la resistencia a Sm. Estos
dos marcadores de resistencia se encontraron en
porcentajes mayores al 90% en los aislados
bacterianos estudiados por lo que se los clasificó
convencionalmente como pertenecientes al Grupo
1 (alta frecuencia). En el Grupo 2 (frecuencia
intermedia) se encontraron a los marcadores de
resistencia a SXT (60%), Gm (54%), AmpSul
(48%), Tet (42%) y Cm (30%). Finalmente, el
Grupo 3 (baja frecuencia) que comprende al AcN
(15%), Fox (13%) y Cip (2%) hacia los cuales los
porcentajes de resistencia en los aislados bacterianos
fueron menores al 20%.

Figura Nº  2

Porcentaje de resistencia del total de aislados bacterianos a 11 diferentes

antibióticos

Resistencia a antibióticos en los aislados de Shigella
y en las diferentes categorías de E. coli. Se analizó
el porcentaje de aislados resistentes en relación al
número de antibióticos analizados en cada
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NÚMERO PORCENTAJE
(%)

Shigella 45 33 1994-2004 H. Materno Infantil

EPEC* Infantil 29 21 2000 H. Materno

ETEC† 22 16 2002 H. Materno Infantil

EHEC‡ Infantil 4 3 2002 H. Materno

E. coli ND¶ 8 6 2002 Guardería infantil

E. coli ND¶ 30 21 2004-2005 Guardería infantil

AISLADOS
BACTERIANOS

AÑO DE
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enteropatógeno por separado así como en E. coli
no diarreogénica (Figura 3). En los aislados de
Shigella, se observó la resistencia desde 2 hasta
8 antibióticos con predominio de la multiresistencia
a 5 (29%) y 6 antibióticos (20%). Los aislados de
E. coli no diarreogénica mostraron resistencia desde
2 hasta 8 antibióticos con porcentajes máximos de
multiresistencia a 4 y 6 antibióticos (26 y 24%,
respectivamente) donde los aislados resistentes a
2, 3, 5, 7 y 8 antibióticos no fueron mayores al
16%. En EPEC, se encontraron aislados resistentes
desde 3 hasta 8 antibióticos, siendo la
multiresistencia a 3 antibióticos la más común y la
que alcanzó el 41% en contraste a la multiresistencia
a 4 y 5 antibióticos (10% y 13%, respectivamente).
Los aislados de ETEC, mostraron resistencia a un
solo antibiótico en un 8%, siendo la única categoría
que presentó este patrón. El rango de aislados
resistentes comprendió desde 1 hasta 6 antibióticos
en contraste a Shigella, EPEC y E. coli no
diarreogénica. Por una parte, no se observó
multiresistencia a 7 y 8 antibióticos, por otra,
predominó la resistencia a 2 antibióticos (32%).
Finalmente, se observaron 3 aislados de ETEC y 2
aislados de E. coli no diarreogénica que fueron
sensibles a los 11 antibióticos analizados (datos
no mostrados). Los datos de EHEC, no fueron
incluidos en los porcentajes de aislados resistentes
presentados por no ser significativamente
equivalentes con los otros aislados bacterianos.
Sin embargo, en estos aislados la proporción de
multiresistencia a 3 y 4 antibióticos fue de 2/4
(datos no mostrados).

Figura Nº 3

Distribución de la resistencia de diferentes tipos de aislados bacterianos

 en relación al número de antibióticos

A su vez, el análisis de la resistencia a cada
antibiótico por separado mostró que los aislados
de Shigella spp, E. coli no diarreogénica y EPEC
fueron los que presentaron patrones similares de
resistencia a Amp, Sm, SXT, Tet, AcN y Fox. Se
observaron diferencias en relación al mayor
porcentaje de aislados resistentes a Gm en Shigella
spp  (78%) en contraste a E. coli no diarreogénica;
y a AmpSul en E. coli no diarreogénica (70%) en
contraste a Shigella spp. Por su parte, ETEC
presentó en todos los aislados analizados menores
porcentajes de resistencia a todos los antibióticos
analizados a excepción de Sm.

Estos datos fueron corroborados en el análisis de
la resistencia de cada tipo de aislado bacteriano
sobre el total de aislados resistentes, observándose
que Shigella spp y E. coli no diarreogénica
representan la mayor proporción, seguidos de EPEC
y finalmente ETEC (Figura Nº 4).

Figura Nº 4

Proporción de tipos de aislados bacterianos resistentes sobre el total de
muestras resistentes analizadas

Nivel de multiresistencia a antibióticos en aislados
bacterianos entéricos. Se consideraron 2 criterios
de multiresistencia: la asociada a entre 2 y 3
antibióticos y la multiresistencia ( a 4 antibióticos.
En Shigella como en E. coli no diarreogénica, el
total de aislados resistentes estuvieron asociados
significativamente (p<0.05) a la multiresistencia
( a 4 antibióticos, en contraste tanto a EPEC donde
la multiresistencia a 5 antibióticos (Amp, Sm,
AmpSul, Gm y Cm), como a ETEC donde la
resistencia a solo 2 antibióticos (SXT y Gm)
estuvieron asociados a la multiresistencia) a 4
antibióticos (Cuadro Nº 2).

Vol.50/Nº 2/2005 CUADERNOS DEL HOSPITAL DE CLINICAS

42

45

40

35

30

25

20

15

10

5

0
1 2 3 4 5 6 7 8

P
or

ce
n

ta
je

 d
e 

ai
sl

ad
os

 b
ac

te
ri

an
os

re
si

st
en

te
s 

(%
)

Número de antibióticos

Shigella spp ETEC EPEC E. Coli no diarreogénica

Amp Sm SXT Gm AmpSul Tet Cm AcN Fox Cip CTX

P
or

ce
n

ta
je

 d
e 

ai
sl

ad
os

 b
ac

te
ri

an
os

re
si

st
en

te
s 

(%
)

30

25

20

15

10

5

0

Shigella spp

E. coli no diarreogénica

EPEC

ETEC



Vol.50/Nº 2/2005CUADERNOS DEL HOSPITAL DE CLINICAS

43

Cuadro Nº 2. Tipos de aislados bacterianos y
niveles de multiresistencia

NA = No aplicable

Integrones y resistencia antimicrobiana. La presencia
de integrones en los aislados bacterianos fue
analizada por la amplificación de los fragmentos
de los genes correspondientes a las clases 1, 2 y
3. En la Figura 5 se observa las tres clases de
integrones, con su respectivo  marcador de peso
molecular. El 74% del total de aislados bacterianos
analizados presentaron integrones (clase 1, 2 o
3); siendo el integrón de clase 2 el de mayor
frecuencia (62%), en comparación con los
integrones de clase 1 (37%) y clase 3 (5%)
(p<0.05).

Figura Nº 5.

Carriles: 1, marcador de peso molecular (2693, 1603, 1198, 794, 615,
492, 369, 246, 123); 2 y 3, integrón de clase 1 (892 pb); 4, restricción
enzimática con SphI (493 y 399); 5 y 6, integrón de clase 2 (467 pb);
7, restricción enzimática con HaeIII (270 y 197 pb); 8 y 9, integrón de
clase 3 (760 pb); 10, restricción enzimática con RsaI (500 y 260 pb).

Identificación molecular y restricción enzimática de los integrones de
clase 1, 2 y 3

El integrón de clase 2 se observó en proporciones
similares en todos los aislados analizados en un
rango de 35% a 38%. Resalta la ausencia de
integrones en los aislados de ETEC (55%) en

comparación con Shigella y E. coli no diarreogénica
(18%) y EPEC (22%). Tanto en Shigella como en
E. coli no diarreogénica se observaron proporciones
similares del integrón de clase 1 y en combinaciones
conjuntas de la clase 1 y clase 2 que contrastan
con los aislados en ETEC. Se observó también que
EPEC fue la categoría bacteriana que relativamente
presentó la mayor proporción del integrón de clase
1 (Figura 6). El análisis de los datos estadísticos
mostró que la asociación con el integrón de clase
2 es la más significativa  (x2gL =45.46).

Figura Nº  6

 Distribución de las clases de integrones en cada tipo de aislado bacteriano

Nivel de multiresistencia y presencia de integrones.
La presencia de integrones (clase 1 y 2) fue
analizada entre los aislados bacterianos con distintos
niveles de multiresistencia. En el Cuadro 3 se
observa que el integrón de clase 2 fue el que
presentó asociación significativa a la multiresistencia
(a 4 antibióticos en todos los tipos de aislado
bacteriano, en contraste al integrón de clase 1 que
solo mostró este patrón en Shigella y E. coli no
diarreogénica) (p<0.05).

Cuadro Nº 3 Niveles de multiresistencia
antimicrobiana y presencia de integrones

*Valores significativos (p < 0.05)

ANTIBIÓTICO ( 4Ab) (2-3 Ab) ( 4Ab) (2-3 Ab) ( 4Ab) (2-3 Ab) ( 4Ab) (2-3 Ab)

Ampicilina 35 8 24 7 17 11 8 8

Estreptomicina            33 9 22 6 15 8 8 10

Cotrimoxazol               36 0 22 1 9 8 6 3

Gentamicina                26 9 11 1 6 4 7 2

Ampic-Sulbac              21 0 21 1 13 1 5 0

Tetraciclina 23 0 15 2 14 0 2 2

Cloranfenicol               19 1 9 2 3 2 2 0

Ácido Nalidíxico          10 0 4 0 2 2 1 0

Cefoxitina 5 0 3 1 7 0 NA NA

Ciprofloxacina NA NA 2 0 NA NA NA NA
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Shigella spp ETEC EPEC E. Coli no diarreogénica

Shigella spp (45) 20 (44)* 31 (69)*

+Resistente ( 4 AB) 19 (42) 26 (58)

           -Resistente (2-3 AB) 1 (2) 5 (11)

ETEC  (22) 2 (9) 10 (45)*

+Resistente ( 4 AB) 2 (9) 8 (36)

- Resistente (2-3 AB) 0 (0) 2 (9)

EPEC  (29) 11 (38) 17 (58)*

+Resistente ( 4 AB) 7 (24) 14 (48)

- Resistente (2-3 AB) 4 (14) 3 (10)

E. coli no diarreogénica  (34) 17 (44)* 27 (71)*

+ Resistente ( 4 AB) 15 (39) 24 (63)

- Resistente (2-3 AB) 2 (5) 3 (8)

N° de clases de integrones

INTEGRON
CLASE - 1

INTEGRON
CLASE - 2

AISLADOS
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Resistencia antimicrobiana y asociación con
integrones. El análisis entre la presencia de
integrones y resistencia a los antibióticos analizados
mostró que en el total de aislados que presentaron
integrones (Cuadro 4) se observaron mayores
frecuencias de resistencia (p<0.05) para los
siguientes antibióticos Tet, SXT, AmpSul Amp, Gm
(excepto en Shigella spp) y Sm con porcentajes
mayores en un 37%, 34%, 37%, 19%, 34% y
18%, respectivamente, en comparación a los no
portadores de integrones.

Cuadro Nº 4. Distribuciones de aislados
resistentes y la presencia/ausencia de

Integrones

int + = presencia de integrón (clase 1 y/o clase 2)
int  - =ausencia de integrón
n = número de aislados
(..) = porcentaje del aislados resistentes
*Valor estadístico no significativo
Valor de significancia p>0.05

DISCUSIÓN

Población estudiada y resistencia a antibióticos
En el presente estudio, en la muestra analizada
representativa de 4 diferentes enteropatógenos
aislados a partir de procesos diarreicos infecciosos
y de E coli de la flora comensal de niños sanos, se
observa que la multiresistencia a antibióticos esta
ampliamente diseminada. Estos datos reflejan
claramente la presión de selección existente, por
el extensivo e inadecuado uso de antibióticos en
nuestro medio, donde pese al costo biológico de la
resistencia conjunta a diferentes antibióticos, las
bacterias multiresistentes a 3 y 6 antibióticos fueron
las mas frecuentemente encontradas (82%) en
significativo contraste a una reducida proporción
(4%) de  bacterias sensibles a los 11 antibióticos
testados.

Por una parte, la flora normal comensal del tracto

intestinal al estar sujeta a una exposición frecuente
a los antibióticos, sobre todo de aquellos que se
administran por vía oral,  seria un  reservorio
importante de genes de multiresistencia (34, 17, 18)

con capacidad potencial de transmisión a organismos
patógenos y podría además considerarse una
bacteria indicadora de la multiresistencia circulante
en otros patógenos. Se esperaría entonces, mayor
similitud entre los patrones de multiresistencia  de
los enteropatógenos más prevalentes con los de
las bacterias de la  flora normal, como lo observado
en este trabajo  entre Shigella y E. coli no
diarreogénica, en contraste a EHEC y ETEC. Esto
implicaría, que existen diferencias en cuanto a la
exposición a los antimicrobianos, que estarían
también dependiendo de factores como el grado
de circulación en la población humana, reservorios
animales, etc. Al respecto,  es interesante observar
que aunque EPEC y ETEC tienen porcentajes de
prevalencia similares, esta última categoría contrasta
por su sensibilidad a  varios de los  antibióticos
testados, por lo que futuros estudios deberán
confirmar estos resultados, así como validar los
datos de EHEC en un número mayor de muestras.

Es importante considerar además, que en el trabajo
se consideraron antibióticos utilizados en el
tratamiento de gastroenteritis, así como de otras
enfermedades infecciosas que permite evaluar la
magnitud y extensión  de los marcadores de
resistencia  circulantes, observándose tanto en E.
coli no diarreogénica como en los patógenos
entéricos, resistencia a ambos tipos de  antibióticos.

En este contexto, pese a que los antimicrobianos
suministrados a niños son mas restringidos que los
de adultos, la resistencia observada al marcador
Tet, indicaría que la colonización  de la flora intestinal
a través de la transmisión de bacterias
multiresistentes presentes en la comunidad, es
muy común, por lo que los niños portarían bacterias
multiresistentes a antibióticos a los cuales no
habrían estado necesariamente expuestos.

En cuanto a la distribución de los diversos
marcadores de resistencia en la población analizada
se puede inferir que dado que las muestras
provienen de  diversos periodos, la multiresistencia
no es un fenómeno exclusivo a los últimos años
por lo que periódicamente deberán evaluarse las
tendencias de incremento/decremento de la
resistencia a los antibióticos mas utilizados.

Los marcadores de resistencia a Amp y Sm resaltan
por su elevada frecuencia en la población analizada,
que en caso  de confirmarse éstos valores en
estudios mas extensivos, deberá  considerarse la
eliminación de su uso en los tratamientos de
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Ampicilina 92 (95) 26 (76)

Estreptomicina 85 (88) 24 (70)

Cotrimoxasol 44 (66) 11 (32)

Gentamicina 64 (66) 11 (32)

Ampicil-Sulbact 55 (57) 7 (20)

Tetraciclina 52 (54) 6 (17)

Cloranfenicol 33 (34) 8 (24)

Á. Nalidíxico 13 (13) 7 (20)*

Cefoxitina 13 (13) 3 (8) *

Ciprofloxacina 1 (1) 2 (2) *

N° (%) de aislados resistentes y presencia de integrones

int+
(n=96)

int-
(n=34)

INTEGRONES

TOTAL
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enfermedades infecciosas, puesto que además de
inefectivos, contribuirían a limitar aun mas las
opciones de  la terapia antimicrobiana, co-
seleccionando a otros marcadores de resistencia
asociados.

Tradicionalmente, la Ampicilina, Trimetoprima y
Cotrimoxazol, se han usado mundialmente en el
tratamiento de la diarrea, siendo este ultimo
considerado la droga de elección en el tratamiento
de shigellosis en nuestro país (7). La resistencia al
Cotrimoxazol, que constituye el tercer marcador
de mayor frecuencia, es significativa por la alta
proporción de aislados resistentes (60%), por
presentar porcentajes similares de resistencia en
E. coli no diarreogénica, Shigella y EPEC, así  como
por su asociación  a la multiresistencia ( a 4
antibióticos,  estando presente en 5 de las 9
combinaciones significativas encontradas. Estos
datos apuntan en conjunto, a una reconsideración
del uso extensivo del Cotrimoxazol y a un control
estricto  en base a la información del patrón de
sensibilidad de las cepas circulantes, para prevenir
la expansión de bacterias resistentes, la cual tendría
un efecto negativo en el control de la diarrea
sanguinolenta causada por Shigella.  En otros
estudios a nivel mundial, se ha reportado de forma
similar la resistencia a antimicrobianos de patógenos
entéricos (1, 10, 11, 15, 35, 36,37) y de E. coli proveniente
de heces fecales de niños sanos (34) a los
antimicrobianos mas comunmente usados como el
Cotrimoxazol.

Por otra parte, los marcadores de resistencia que
se encuentran en baja frecuencia (Grupo 3), en
particular AcN, Fox y Cip podrían servir como
alternativa, en caso de ser necesario, en el
tratamiento de diarreas bacterianas (38) y se
diferencian por su distribución en aislados de otras
regiones (39-41) donde se observan porcentajes de
resistencia mayores.

Integrones y resistencia a antibióticos

Dada la creciente relevancia de los integrones como
factores principales de acumulación y diseminación
de la multiresistencia a antibióticos, los estudios
de asociación de la multiresistencia con la
distribución y prevalencia de las clases de integrones
son importantes para comprender a nivel molecular
los mecanismos de resistencia.

Del conjunto de tipos de integrones, los de clase
1 y 2 son generalmente los más frecuentes en
bacterias resistentes. En este trabajo, la alta
prevalencia de integrones encontrada en el total
de aislados mayoritariamente resistentes (Figura

6, Cuadro Nº 4), refleja que estos elementos son
comunes en los genomas de la población estudiada,
en particular el integrón de clase 2 encontrado en
todos los tipos de aislados analizados, seguido del
de clase 1 y en contraste al integrón de clase 3.
Estos datos, difieren de otros estudios (8, 42 - 47)

donde el integrón de clase 1 es el mas encontrado
en aislados Gram negativos, particularmente en
Enterobacterias, aunque coincide con lo reportado
recientemente por Peirano et al. 2005 (48) en aislados
de Shigella.

La asociación entre los integrones de clase 1 y/o
2 con la multiresistencia a antibióticos se puede
inferir a partir de las siguientes observaciones:

1. La presencia de integrones (clase 1 y 2) esta
significativamente asociada a la resistencia a
gran parte de los antibióticos analizados (Cuadro
Nº 3 y 4).

2. La ausencia de integrones es mas común en
los aislados de ETEC (55%) y EHEC (datos no
mostrados) que son las categorías patogénicas
de E. coli que presentaron menores proporciones
de resistencia a los antibióticos analizados, en
comparación a Shigella y E. coli no diarreogénica
(mayoritariamente resistentes), donde la
prevalencia de los integrones de clase 1 y 2 fue
la mayor (Figura Nº 6).

3. En todos los aislados (Cuadro Nº 3), a excepción
de EHEC (datos no mostrados),  la
multiresistencia (a 4 antibióticos  está
significativamente asociada a la presencia de
al menos uno de los integrones analizados).

La adquisición de integrones es considerada como
una de las principales causas de multiresistencia
antimicrobiana en aislados Gram negativos,
especialmente en aislados entericos. Se ha reportado
que aislados  que portan integrones, presentan
mayor resistencia a los antibióticos, que aquellos
que no los portan, así como la presencia de
integrones en la flora normal de adultos (45,49-50).
Se podría deducir que la transferencia de integrones
entre bacterias de una misma especie y entre
especies diferentes se lleva a cabo a partir de una
estructura básica y no mediante genes individuales
que facilitaría la diseminación de los integrones y
por consiguiente, de las resistencias relacionado
a ellos (27).

La alta prevalencia  de la multiresistencia
antimicrobiana asociada a integrones en la flora
comensal y en  patógenos que afectan a  la población
infantil que es mas vulnerable a las enfermedades
infecciosas, significa un riesgo a la salud pública,
en el contexto global donde éstas, provocan
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uso.  Así, en el  manejo de la shigellosis, el uso
apropiado de antibióticos juega un papel importante
en el tiempo de recuperación, y disminución de la
excreción del patógeno. El incremento de la
multiresistencia disminuye el espectro de antibióticos
efectivos disponibles, que desde ya es limitado en
niños, sin considerar  las limitaciones económicas
del costo de las nuevas generaciones de antibióticos.
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