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RESUMEN.- Los integrones son estructuras observadas con frecuencia en bacilos Gram negativos, especialmen-
te entre los miembros de la familia Enterobacteriaceae. Se estudio la presencia de integrones clase 1y su relacion
con la resistencia bacteriana. La presencia de integrones fue estudiada por medio de la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) y secuenciacion. Se analizaron treinta aislados resistentes a carbapenemes de Klebsiella pneumo-
niae que fueron positivos para el gen de la integrasa | (intl]). En veintiseis de estos aislados se amplificaron regiones
variables de alrededor de 2 000 pares de bases. El patron comin de genes obtenidos mediante el andlisis de estas re-
giones fue (dfrAl2 - orfF - aadA2). La presencia de estas plataformas que promueven la diversidad genética provee ¢
las bacterias de resistencia a una amplia gama de antibidticos. La alta prevalencia de integrones observadas entre estos
aislados funciona como fuente de difusion de determinantes de resistencia.

PALABRAS CLAVES: carbapenemes.genes casete, integrones clase 1, Klebsiella pneumoniae, resistencia antibio-
tica.

ABSTRACT.- Integrons are structures frequently observed in Gram negative bacilli, especially among members of
the Enterobacteriaceae family. The presence of class | integron and the relationship with bacterial resistance were stu-
died. The integron presence was investigated by polymerase chain reaction (PCR) and sequencing. Thirty carbape-
nem-resistant Klebsiella pneumoniae isolates were analyzed and were positive for the intll gene. Twenty six of these
isolates amplified variable regions about 2000 base pairs. The common pattern of genes was (dfrA12-OrfF-aadA2).
The presence of these platforms that promote genetic diversity gives resistance a broad range of antibiotics. The
higher integron prevalence in this isolates functions as source for dissemination of resistance determinants.

KEYWORDS: antibiotic resistance, carbapenems, class 1 integrons, gene cassette, Klebsiella pneumoniae.

INTRODUCCION

Klebsiella pneumoniae es un patégeno relacionado con
infecciones adquiridas en la comunidad y el ambiente
hospitalario, afectando especialmente a pacientes in-
munocomprometidos. La capacidad de colonizacion,
formacion de biopeliculas y adquisiciéon de genes de
resistencia a antibidticos por transferencia genética la-
teral (TGL), facilitan a Klebsiella pneumoniae persistir
y propagarse rdpidamente en el entorno hospitalario y
mantenerse en la comunidad (Brat et al. 2010).

Klebsiella pneumoniae productora de carabpenemasa
(KPC) es un grupo de bacterias emergentes altamente
resistentes a antibidticos comunmente empleados en el
tratamiento de infecciones graves producidas por bacilos
Gram negativos (Li er al. 2013). Las infecciones pro-

ducidas por este tipo de aislados representan un reto te-
rapéutico, sobre todo en el tratamiento empirico inicial.
Esto conlleva a un incremento de las tasas de morbili-
dad y mortalidad entre los pacientes que las adquieren.
Ademas, el costo adicional requerido para su tratamiento
representa una importante carga econdémica a los dife-
rentes sistemas de salud (Pacheco er al. 2014).

Las infecciones causadas por Klebsiella pneumoniae
productora de enzimas KPC se han convertido en un
problema cada vez mayor alrededor del mundo, des-
de su primer reporte hace mds de una década (Yigit
et al. 2001). La produccién de estas enzimas confiere
a la bacteria resistencia contra todos los antibidticos be-
talactdmicos: penicilinas, cefalosporinas, monobactami-
cos e incluso carbapenémicos (imipenem, meropenem
y ertapenem). Este Gltimo grupo es importantes en el
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tratamiento de bacterias resistentes gracias a su amplio
espectro de accidn y resistencia a enzimas que hidrolizan
antibidticos (Mdrquez ¢t al. 2014).

Las bacterias son capaces de desarrollar o adquirir otros
importantes mecanismos de resistencia, que pueden re-
lacionarse entre si y son: sistemas de expulsion del an-
tibidtico por medio de bombas de flujo, alteracion de la
permeabilidad de la membrana plasmatica (a través de
porinas) y modificacion del sitio blanco de accion (por
mutacién) (Galdiero er al. 2010, Martinez-Martinez &
Calvo 2010).

Los integrones son elementos genéticos de ADN provis-
tos de un sistema de recombinacion sitio-especifica que
permite integrar y movilizar genes. Esta estructura ge-
nética se encuentra formada por dos segmentos conser-
vados, separados por una region variable. Los integrones
se caracterizan por su capacidad de capturar genes que
codifican: determinantes de resistencia a antibidticos,
nuevas funciones bioquimicas o factores de virulencia.
Los integrones no son moviles por si mismos, pero con
frecuencia se encuentran asociados a elementos genéti-
cos mdviles como son los transposones o plasmidos con-
jugativos. Esta relacion garantiza su facil transferencia a
diferentes bacterias (Martinez et al. 2009).

Los integrones clase 1 presentan el gen de la integrasa
| (intl1) y un sitio de unién (attl) que captura y expresa
los genes cascte que adquiere (Figura 1). El extremo
conservado 3’-CS contiene los genes gacEAl y sull,
que confieren resistencia a desinfectantes, compuestos
de amonio cuaternario (QAC) y sulfonamidas (Wan &
Chou 2015).

P

Los integrones se caracterizan por diseminarse amplia-
mente entre bacterias Gram negativas miembros de la
familia Enterobacteriaceae y otros bacilos Gram nega-
tivos como Vibrio cholerae y Pseudomonas aeruginosa.
Los integrones poseen mds de un gen de resistencia que
se relaciona con el surgimiento de bacterias multidrogo
resistentes (MDR). Esta caracteristica ha sido observa-
da en bacterias entéricas como Klebsiella pneumoniae
(Khoramrooz et al. 2016).

El objetivo del presente estudio fue determinar la pre-
sencia y composicion genética de integrones clase | en
aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae resistentes a
carbapenémicos.

MATERIALES Y METODOS

Poblacion de Estudio.- Se seleccionaron 30 aislados re-
sistentes a uno de los tres carbapenémicos empleados en
la préctica clinica (meropenem, imipenem, ertapencm).
Los 30 aislados de Klebsiella pneumoniae se obtuvie-
ron a partir de muestras clinicas de pacientes atendidos
en diferentes casas de salud de las ciudades de Quito y
Guayaquil. El periodo de scleccion de los aislados fue
comprendido entre noviembre 2012 a abril 2013. Los
aislados bacterianos fueron conservados en congelacion
y forman parte de la Coleccion Bacteriana - Quito Cato-
lica (CB-QCA) del Laboratorio de Microbiologia de la
Escuela de Ciencias Biologicas (Tabla ).

Identificacion Fenotipica de Klebsiella pneumoniae.-
La identificacion de la especic (Klebsiella pneumoniac)
caracterizo a los aislados a base de su perfil de degrada-
cion de sustratos. A partir de colonias aisladas en placas
de agar EMB (Eosina Azul de Metileno) se selecciona-
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Figura 1. Estructura seneral de integrones clase 13 La plataforma génica se encuentra constituida por una recion variable (casete) flanqueada por
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regiones conservadas, denominadas 5°CS y 3°CS. En la regién 5°CS se localiza el gen de la integrasa, intl1, la region de recombinacion attly los

promotores (P). Los promotores P1y P2 permiten la transcripcion de los genes que ingresan en la region variable. Hacia la region 3°CS se encuen-

tran los genes de resistencia a antisépticos y desinfectantes qacEAT y un gen de resistencia a sulfonamidas sull.

La importancia de los integrones clase 1, en la dindmica
de la resistencia bacteriana, se debe a su intima relacion
con genes que generan resistencia. En esta clase se han
identificado mds de 100 diferentes arreglos directamente
relacionados con una gran variedad de mecanismos de
resistencia a casi todas las familias de antibidticos ad-
quiridos en forma de casetes génicos (Conza & Gutkind
2010).
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ron colonias grandes, rojas y de consistencia mucoide,
caracteristicas propias del género Klebsiella. A partir de
estas se realizaron las siguientes prucbas bioquimicas
para su identificacion fenotipica: Citrato de Simmons,
Triple Aztcar y Hierro (TSI, Motilidad Indol Ornitina
(MIO), Motilidad Indol Lisina (MILI), Rojo de Metilo
(RM), Voges-Proskauer (VP), Fenilalanina (FA) y Urca.
Todas las pruebas fueron incubadas a 37°C por 24 horas.




33

REVISTA ECUATORIANA DE MEDICINA Y CIENCIAS BIOLOGICAS

Tabla 1. Datos y origen de los aislados de Kilebsiella pneumoniae analizados en este estudio.

Ly Fecha de aislamiento Ciudad Sexo S

CB-QCA de la muestra
3501 24/9/12 GYQ F Coleccion Intrabdominal
3502 24/9/12 GYQ M Hemocultivo
3503 24/9/12 GYQ M Liquido peritoncal
3504 24/9/12 GYQ F Urocultivo
3505 24/9/12 GYQ F Liquido peritoneal ;
3508 24/9/12 GYQ F Aspirado traqueal '
3509 9/9/12 GYQ F Punta de catéter
3510 9/9/12 GYQ M Secrecion herida
3511 9/9/12 GYQ F Secrecion bronquial
3513 21/8/12 GYQ F Secrecion herida
3514 14/9/12 GYQ P Urocultivo
3517 30/10/12 QUI M Sonda vesical
3518 30/10/12 QUI F Punta de catéter
3519 30/10/12 QUI M Aspirado traqueal
3520 5/11/12 QUI M Sonda vesical
3521 5/11/12 QUI M Hemocultivo
3522 5/11/12 QUI F Secrecion Herida
3523 SIH12 QUI I Aspirado traqueal
3524 22/11/12 GYQ F Urocultivo
3525 22/11/12 GYQ F Urocultivo
3526 22/11/12 GYQ M Aspirado Traqueal
3527 10/12/12 QUI F Aspirado Traqueal
3528 14/12/12 GYQ F Sonda Vesical
3529 14/12/12 GYQ M Urocultivo
3530 14/12/12 GYQ M Secrecion Herida
3531 14/12/12 GYQ I Sonda Vesical
3533 16/1/13 QUI M Secrecion Herida
3537 24/1/13 QUI M Neonato
3541 10/4/13 QUI M Hemocultivo
3546 10/4/13 QUI M Urocultivo

Susceptibilidad a Antimicrobianos.- La sensibilidad
antibiotica de los aislados bacterianos se determind con
el método de difusion en disco basado en la técnica de
Kirby-Bauer, segin las recomendaciones propuestas
por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI
2019).

Los antibidticos carbapenémicos probados fueron: er-
tapenem (ETP), meropenem (MEM), imipenem (IPM),
ademds de antibidticos empleados en el tratamiento de
infecciones producidas por bacilos Gram negativos: ci-
profloxacina (CIP), netilmicina (NET), cefepime (FEP),
dcido nalidixico (NA), cefoxitina (FOX), gentamicina
(GM), aztreonam (ATM), tobramicina (NN), sulfameto-
xasol/trimetropin (SXT), amikacina (AN), ceftazidima
(CAZ),estreptomicina (S), ampicilina (AM), ampicilina/
sulbactam (SAM), cefazolina (CZ), ceftriaxona (CRO),
levofloxacina (LEV), colistina (CT), nitrofurantoina (F)
y piperacilina/tazobactam (PTZ).

El perfil de resistencia a la tigeciclina (TGC) y colistina
(CO) fue determinado con el empleo de E-test para la ob-
tencion de concentracion minima inhibitoria (CMI). Los
puntos de corte que determinaba la CMI para la Tigeci-
clina y Colistina fueron obtenidos del European Commi-
ttee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST
2014).

Deteccion de genes que codifican KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa).- EI ADN bacteriano fue
obtenido mediante el kit de extraccién Wizard® Geno-
mic DNA Purification (PROMEGA, A1120) segin las
recomendaciones del fabricante.

En la deteccion del gen de resistencia a carbapenemes
(bla,.) se disefiaron cebadores tomando en cuenta todas
las variables alélicas descritas para el gen (Tabla 2).

La amplificacion del gen se llevo a cabo por medio de la
reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) preparando
soluciones con un volumen final de 251 que contenfan:

Integrones clase | aislados de Klebsiella pneumoniae
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lul de ADN templado, 1X de GoTag® Green Master
Mix (PROMEGA), 10uM de cada cebador y 9.5l de
agua de grado biologia molecular para completar el vo-
lumen de la reaccion.

El programa de amplificacion se realizé en el termoci-
clador GeneAmp PCR System 9700 bajo las siguientes
condiciones: 95°C por 5 minutos de denaturacion inicial,
seguido por 25 ciclos que consistieron en un paso de de-
naturacion del ADN a 95°C por | minuto, anillamiento
de cebadores a 55.6°C por | minuto y extension a 72°C
por I minuto, seguidos de una extension final a 72°C
por 10 minutos.

Como control positivo se empled | ul de ADN de la
cepa control de Klebsiella pneumoniae portadora del gen
bla, .. Laevidencia de la presencia de este gen corres-
ponde a una banda de 738pb.

Deteccion de integrones Clase 1

Amplificacion del gen de la Integrasa 1 (int//).- Para la
amplificacion y confirmacion de la presencia de integro-
nes clase 1 se emplearon los iniciadores intA e intB para
la deteccion del gen de la Integrasa | (intl]), descritos
por Pitout ef al. 2005 y detallados en la Tabla 2.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa se prepara-
ron reacciones de 25x¢1 de volumen final que contenian:
lul de ADN templado, 1X de GoTaq® Green Master
Mix (PROMEGA), 10uM de cada cebador y 9.5l de
agua de grado biologia molecular para completar el vo-
lumen de la reaccion.

El programa de amplificacion del ADN fue ejecutado en
el termociclador GeneAmp PCR System 9700. Las con-
diciones de amplificacion fueron: denaturacion inicial a
96°C por 5 mirutos, seguido de 25 ciclos: denaturacion a
96°C por 15 segundos, anillamiento de iniciadores a S6°C
por 20 segundos y extension a 72°C por 20 segundos, se-
guido de un paso de extension final a 72°C por 5 minutos.

El peso molecular de las bandas obtenidas se determiné
con el empleo de un marcador de 100pb DNA Ladder
Trackit (Invitrogen). Como control positivo se empleo la
cepa CB-QCA 16 de Pseudomonas aeruginosa positiva
a la presencia de integrones y como control negativo fue
empleada agua de grado molecular.

Digestion con endonucleasa Sphl.- La autenticidad de
los productos de amplificacion del gen de la integrasa |
(intl1) se confirmé con el empleo de la enzima de restric-
cion Sphl (Promega). La digestion parcial de los produc-
tos de amplificacion origind dos fragmentos de 393pb y
499pb (Vo et al. 2010).

La digestion se realizo colocando 1.5 unidades de la en-
zima Sphl a 20p1 de producto de amplificacion. La mez-
cla fue incubada a 37°C durante 3 horas.

Los productos de amplificacion y el resultado de la di-
gestion fueron separados por electroforesis horizontal en
geles de agarosa al 1%, a 10V/cm, corridos por una hora
y empleando tampén TBE 0.5X.

Amplificacion de la region variable de integrones
Clase 1.- Para la amplificacion de la Region Variable sc
emplearon los iniciadores 5°CS y 3°CS, descritos por
Pitout et al. 2005 y detallados en la Tabla 2.

Como control negativo se empled agua de grado bio-
logia molecular. La reaccion en cadena de polimerasa
consistié de un volumen final de 251 que contenia: Iyl
de ADN templado, 1X de GoTaq® Green Master Mix
(PROMEGA), 10¢M de cada cebador y 9.5u1 de agua
de grado biologia molecular para completar el volumen
de la reaccion.

El programa de amplificacion se llevo a cabo en el ter-
mociclador Labnet Multigene Model TC9600-G y con-
sistié de una denaturacion inicial a 96°C por 5 minutos,
seguido de 25 ciclos de denaturacion a 96°C por 15 se-
gundos, anillamiento a 56°C por 20 segundos, con ex-
tension a 70°C por 20 segundos y una extension final a
70°C por 5 minutos. La visualizacion de los productos

Tabla 2. Iniciadores utilizados en la caracterizacion genotipica de Klebsiella pneumoniae.

Primers Secuencia 5'-3' Gen
blagpe F CGGAACCATTCGCTAAACTC bla ype

" blagpe R GGCCTCGCTGTRCTTGTCAT bla ¢
IntA ATCATCGTCGTAGAGACGTCGG intl |
intB GTCAAGGTTCTGGACCAGTTGC intl |
5'CS GGCATCCAAGCAGCAAG 5'CS
3'CS AAGCAGACTTGACCTGA 3'CS

REMCB 37 (2): 31-38,2016



obtenidos por amplificacion siguid los parametros des-
critos anteriormente.

Purificacion, Secuenciamiento y Analisis de los Pro-
ductos de Amplificacion por PCR.- Los productos de
PCR obtenidos de la amplificacion de la region variable
de integrones clase | fueron purificados a partir de geles
de agarosa empleando el Kit de purificacion Wizard®
SV Gel PCR Clean-up System (Promega) segtn las es-
pecificaciones del fabricante. Los elementos purificados
fueron colocados en tubos estériles de 1.5ml en un volu-
men de 20u1 por muestra y secuenciados por la compania
Macrogen Corea.

Las secuencias nucleotidicas obtenidas fueron alinea-
das y analizadas en el programa Geneious Pro 5.6.4.
y comparadas con secuencias de la base de datos NC-
BI-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nhi.gov).

Caracterizacion molecular por Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE).- Los aislados bacterianos de
Klebsiella pneumoniae fueron tipificados con la técnica de
Campo Pulsado. EI ADN total de los aislados fue digerido
con laenzima Xbal segin el protocolo estandarizado para
Escherichia coli descrito en  http://www.cde.gov/pulse-
net/pdf/ecoli-shigella-salmonella-pfge-protocol-508c.pdf.

Coleccion Intrabdominal

3% 1
Liquido Peritoneal B

=
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Anilisis Estadistico.- El andlisis porcentual de los resul-
tados se realizo mediante el empleo de Microsoft Office
Excel 2010 (© 2010 Microsoft Corporation).

RESULTADOS

Poblacion de Estudio.- De los 30 aislados resistentes
a carbapenemes, 6 (20%) procedicron de urocultivos, 5
(17%) aspirado traqueal, 5 (17%) secrecion de herida, 4
(13%) sonda vesical, 3 (10%) hemocultivo, 3 (10%) pun-
ta de catéter, 2 (7%) liquido peritoneal, I (3%) secrecion
bronquial y I (3%) coleccién intraabdominal (Figura 2).

Susceptibilidad a Antimicrobianos.- La susceptibili-
dad antibidtica fue interpretada a través de los puntos de
corte establecidos por el CLSI, 2015 para cada uno de los
antibidticos probados.

Los 30 aislados fueron resistentes a los 3 carbapenémi-
cos probados: imipenem, meropenem, ertapenem; y a los
20 antibidticos restantes.

La determinacion de la CIM para la tigeciclina con la
técnica de E-test mostro que 7/30 aislados fueron resis-
tentes a este antibidtico. En la determinacion de la CIM
para colistina con la técnica de E-test, un solo aislado

Secrecion bronguial
3%

Aspirado traqueal
17%

Figura 2. Distribucion porcentual del origen de las muestras de los aislados de Klebsiella pnewmoniae
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mostré un CIM de 4pg/ml, considerdndose resistente a
este antibidtico segin el Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST 2014).

Deteccion de genes que codifican KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemasa).- En todos los aislados
estudiados se amplificé un fragmento de aproximada-
mente 738pb correspondiente al gen bla, ., que codifica
la enzima KPC (Klebsiclla pneumoniae carbapenemasa)
(Figura 3). La variante alélica del gen correspondio a
KPC 2 y fue determinada por medio de secuenciamiento.

Amplificacion del gen de la Integrasa 1 (intll).- £/
gel intl] fue identificada en los 30/30 (100%) aislados
analizados de Klebsiella pneumoniae resistentes a car-
bapenemes. Con el andlisis electroforético se identifico
una banda de aproximadamente 890pb que corresponde
al peso molecular identificado del gen codificante (intl1)
caracteristico de integrones clase 1.

Digestion con endonucleasa Sphl.- La digestion de los
productos de PCR del gen intl 1 confirmé la identidad de
la integrasa 1. El producto de la digestion evidencio la
presencia de dos bandas. Se puede observar una banda de
aproximadamente 890pb que corresponde a la amplifica-
cién del gen Intl]. Las dos bandas adicionales obtenidas
de peso molecular de 500 y 390pb. respectivamente co-
rresponden al resultado de la digestion con la enzima de
restriccion Sphl.

Amplificacién de la region variable de integrones
Clase 1.- De los 30 aislados analizados, 26/30 (87%)
presentaron una banda de aproximadamente 2 000 pares
de bases, resultado de la amplificacion de la region va-
riable de integrones clase 1. Los 26 aislados mostraron
la presencia de una sola banda.

Caracterizacion de integrones Clase 1.- Los productos
de amplificacion de aproximadamente 2 000 pares de ba-
ses fueron analizados mediante secuenciamiento. Los 26
aislados analizados mostraron un solo tipo de arreglo de
genes casete en la region variable de integrones clase 1,
en la combinacion (dfrAl2-orfF-aadA2).

Caracterizacion Molecular por Electroforesis en Gel
de Campo Pulsado (PFGE).- La tipificacion molecular
determing un solo patrén clonal compuesto de 26 ais-
lados. La relacion clonal del grupo fue del 98 % de
similitud (Figura 3).

DISCUSION

La presencia de integrones clase | en cl 100% de los
aislados estudiados revela la importancia de estos ele-
mentos genéticos en la diseminacion de la resistencia.
Los integrones son importantes plataforma genéticas
provistos de casetes génicos moviles que difunden genes
de resistencia a multiples familias de antibidticos, entre
diferentes aislados bacterianos (Wan & Chou 2015).
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Figura 3. Dendrograma obtenido con el programa BioNumerics 7.0 donde se observa la relacion clonal de cada uno de los aislados de Klebsiella
pneumoniae productores de KPC-2, la ciudad de procedencia, el origen clinico de la muestra, la presencia de Integron clase 1y los genes casele

presentes en la region variable de este tipo de integrones.
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El 87% (26/30) de los aislados amplificaron regiones va-
riables (RV) sobre las 1000pb. El andlisis de las secuen-
cias amplificadas demostré el predominio de 3 casetes
génicos: dfrA12, orfF y aadA2. El andlisis también de-
mostré una composicion y disposicion idéntica de genes
entre los diferentes aislados estudiados.

El gen dfrA12 codifica la enzima dehidrofolato reducta-
sa que confiere resistencia a trimetroprim, un antibiético
bacteriostdtico derivado de la trimetoxibenzilpirimidina
y empleado en el tratamiento de infecciones urinarias.
Se combina comtinmente con sulfametoxazol para incre-
mentar su espectro de accion.

El gen orfF es un gen casete cuyo producto es una protei-
na hipotética, con funcién desconocida (Li er al. 2013).

El gen aadA 2 corresponde a un gen casete asociado a
plasmidos pSa. Este gen codifica la enzima aminogluco-
sido adeniltransferasa que confiere resistencia a estrep-
tomicina y espectinomicina.  Ambos pertenecen a la
familia de los antibidticos aminoglucosidos. La estrep-
tomicina es de gran importancia en el tratamiento de
Mycobacterium tuberculosis y la espectinomicina es em-
pleada en el tratamiento de la gonorrea (Li er al. 2013).

La elevada prevalencia de integrones clase | en aislados
multirresistentes, no solo favorece la transmision de la
resistencia, sino también baja sensibilidad a desinfec-
tantes, antisépticos y sulfonamidas. Los genes casete:
aadA2, dfr12 y orfF identificados en la region variable
de los 26 aislados son los genes casetes mds frecuen-
temente identificados y reportados en el interior de in-
tegrones clase 1 (Shahcheraghi er al. 2014).  Se han
identificado mas de 130 diferentes genes casete que con-
tienen diversos genes de resistencia a diferentes familias
de antibidticos como betalactimicos, aminoglucosidos,
cloranfenicol, macrolidos, sulfonamidas, trimetroprim,
eritromicina y rifampicina (Hou er al. 2015).

Los integrones clase | examinados en este estudio no
representaron el fenotipo de resistencia obtenidas me-
diante las pruebas de difusion en disco observados en
los aislados de Klebsiella pneumoniae. El andlisis de las
secuencias amplificadas de la region variable de integro-
nes clase 1 no encontro relacion alguna con genes codi-
ficantes de BLEE, Serin-f-lactamasas o Metalo-[3-lacta-
masas (Li e al., 2013). Esto podria reflejar la presencia
de otros elementos genéticos méviles o mecanismos de
resistencia asociados que no fueron detectados en la re-
giones variables (RV) analizadas.

CONCLUSIONES:
La deteccion molecular de integrones clase 1 demos-

tré una elevada presencia de estos elementos genéticos,
generalmente asociados a la resistencia bacteriana. De
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los 30 aislados que amplificaron el gen de la integrasa
1 (intll), Gnicamente 26 aislados amplificaron regiones
variables asociados a este tipo de integrones.

La determinacion de los casetes génicos insertados en la
region variable de los integrones clase I mostrd que los
genes que codifican enzimas que hidrolizan betalactami-
cos (betalactamasas) no estaban insertos en esta region.
Los genes que predominaron en la region variable am-
plificada de los 206 aislados fueron: dfirAl2-orfl*-aadA2.
Estos genes son también importantes porque contribuyen
al incremento de las tasas de resistencia bacteriana con-
tra otros grupos de antibidticos y desinfectantes.
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