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Resumen: Los integrones son elementos genéticos captadores de genes de resistencia, usualmente localizados en plásmidos y responsa-
bles de la diseminación de la resistencia en bacilos gramnegativos. En el presente trabajo se estudió la presencia de integrones clase 1 y su 
asociación con plásmidos en 23 cepas de Klebsiella pneumoniae, aisladas de diferentes servicios del Hospital Universitario “Antonio 
Patricio de Alcalá” estado Sucre-Venezuela. La transferencia de los determinantes de resistencia fue evaluada mediante conjugación 
bacteriana y la presencia de integrones clase 1 por la reacción en cadena de la polimerasa. Todos los aislamientos presentaron resistencia 
para ceftazidima y aztreonan. Los ensayos de conjugación demostraron la presencia de plásmidos conjugativos en todas las cepas de K. 
pneumoniae analizadas. Los integrones clase 1 fueron detectados en 10 (43,47%) aislamientos. Nueve cepas contenían un integrón y una 
cepa dos elementos. Todos los integrones identificados están asociados a plásmidos. La presencia de integrones clase 1 en las moléculas 
plasmídicas juega un papel importante en la epidemiología de la resistencia a los agentes antimicrobianos en las cepas clínicas. 
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Class 1 integrons associated to plasmids in Klebsiella pneumoniae strains 
 
Abstract: Integrons are genetic elements able to capture resistance genes, usually located in plasmids and responsible for dissemination of 
resistance in Gram negative bacilli. The presence of class 1 integrons and its association with plasmids in 23 multiresistant Klebsiella 
pneumoniae strains, isolated from different services of hospital “Antonio Patricio de Alcalá” Sucre-Venezuela was studied. By bacterial 
conjugation and polymerase chain reaction the transference of resistance determinants and the presence of integrons class 1 were evalu-
ated.  All isolates were resistant to ceftazidime and aztreonam. Conjugation assays demonstrated the presence of conjugative plasmids in 
all K. pneumoniae strains analyzed. Integrons were detected in 10 (43.47%) isolates. One integron element was present in nine strains and 
two elements in one single strain. Integrons identified were associated a plasmids. The presence of integrons class 1 carried by plamids 
must play an important role in the epidemiology of antibiotic resistance in clinical strains. 
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Introducción 
 
 La resistencia bacteriana, conjuntamente con las infec-
ciones nosocomiales, representa un importante problema 
de salud pública, que trae como consecuencia un aumento 
en la morbilidad y mortalidad de los pacientes hospitaliza-
dos [1]. En K. pneumoniae los mecanismos de resistencia 
adquiridos por transferencia horizontal se encuentran aso-
ciados a plásmidos, transposones e integrones [2-4]. 
 Un integrón es un elemento genético dinámico, que 
codifica para una integrasa con actividad de recombina-
ción sitio específica y acumula una combinación de genes 
estructurales organizados como un operón. Estos elemen-
tos genéticos son considerados sistemas de expresión, 

debido a que son capaces de integrar y expresar genes 
denominados casetes, los cuales en su mayoría confieren 
resistencia a los antimicrobianos [5,6]. 
 Los integrones clase 1 están conformados por dos regio-
nes conservadas de ADN situadas en los extremos, deno-
minadas 5’ CS y 3’ CS. El extremo 5’ CS tiene una longi-
tud de 1,36 kb y contiene el gen intI que codifica para una 
integrasa (una proteína de 337 aminoácidos y tamaño cal-
culado en 38 kDa), encargada de catalizar una recombina-
ción genética sitio específico. Adyacente al gen intI se 
encuentra el sitio de recombinación específico attI, en el 
que se integran los casetes génicos [7-9]. El dinamismo de 
un integrón se refiere a la capacidad de los genes estructu-
rales presentes en él para escindirse en forma de círculos 
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autónomos (no replicativos) y a la capacidad que tienen los 
casetes para integrarse a un elemento diferente [5]. 
 Algunos estudios de resistencia bacteriana realizados en 
cepas hospitalarias de K. pneumoniae, han demostrado la 
presencia de integrones clase 1 que confieren resistencia a 
diversos agentes antimicrobianos (β-lactámicos, aminoglu-
cósidos y cloranfenicol) [10-12]. La asociación de integro-
nes con elementos móviles que promueven la transmisión 
horizontal entre plásmidos y cromosomas, así como entre 
diferentes replicones, contribuyen a la diseminación de 
genes de resistencia. Debido a que los integrones juegan 
un papel importante en la captura de genes de resistencia, 
en esta investigación nos propusimos determinar integro-
nes clase 1 asociados a plásmidos en cepas nosocomiales 
de K. pneumoniae. 
 
Materiales y Métodos 
 
Cepas bacterianas 
 
 Se recolectaron 23 cepas de K. pneumoniae provenientes 
de pacientes con infección nosocomial, atendidos en las 
diferentes áreas de hospitalización del Servicio Autónomo 
Hospital  Universitario “Antonio Patricio de Alcalá”, du-
rante el período comprendido entre junio del 2003 a mayo 
2004. 
 
Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos 
 
 La susceptibilidad a los agentes antimicrobianos se rea-
lizó mediante el método de difusión en disco, siguiendo los 
lineamientos propuestos para enterobacterias por el Clini-
cal and Laboratory Standards Institute (CLSI) [13]. Se 
emplearon los siguientes agentes antimicrobianos: cefo-
taxima (30 μg), ceftazidima (30 μg), ceftriazona (30 μg), 
aztreonan (30 μg), imipenen (10 μg), amikacina (30 μg), 
kanamicina (30 μg), tobramicina (30 μg), cefepima (30 
μg), gentamicina (10 μg), tetraciclina (30 μg), cloranfeni-
col (30 μg), ciprofloxacina (5 μg) y amoxacilina ácido 
clavulánico (2:1) (30 μg). 
 
Conjugación bacteriana y aislamientos de plásmidos 
 
 Los experimentos de conjugación se realizaron en medio 
sólido [14]. Como cepa receptora se empleó E. coli J62-2 
(F-, his, pro, trp, lac, rif), CVCM131. Las transconjugan-
tes fueron seleccionadas en agar MacConkey, suplementa-
do con rifampicina (100 μg/ml) más ceftazidima (50 
μg/ml) para las cepas resistentes a ceftazidima y con ri-
fampicina (100 μg/ml) más ampicilina (120 μg/ml) para 
las cepas sensibles a ceftazidima. 
 El ADN plasmídico de las cepas donantes y transconju-
gantes fue extraído empleando la técnica modificada de 
lisis alcalina [15]. Los productos de la extracción se some-
tieron a electroforesis en gel de agarosa (0,7%), fueron 
coloreados con bromuro de etidio y visualizados en un 
equipo documentador de imágenes Gel Doc® (Bio-Rad). 
 

Extracción de ADN genómico 
 
 La extracción de ADN total se realizó mediante el méto-
do de ebullición [16]. En un tubo Eppendorf se mezclaron 
200 μl de un cultivo de la cepa crecido durante 18 horas 
con 800 μl de agua estéril. La mezcla se hirvió durante 10 
minutos y se centrifugó a 12.000 g durante 3 minutos; este 
procedimiento se realizó para las cepas donantes. El so-
brenadante con el contenido de ADN total se almacenó a  
-20ºC hasta su uso. 
 
Detección de integrones clase 1 
 
 La presencia de los genes insertados en la región varia-
ble de los integrones clase I se determinaron utilizando los 
oligonucleótidos: 5’CS: 5-’GGC ATC CAA GCA GCA A-
3’ y 3’CS: 5’-AAG CAG ACT TGA CCT GA-3’ los cua-
les son complementarios a dos segmentos conservados en 
el integrón clase 1, que delimitan la región variable [16]. 
Las condiciones de reacción fueron: 94 ºC por 5 min, 94 
ºC por 1 min, 60 ºC por 1 min, 72 ºC por 1 min durante 30 
ciclos con una extensión final de 72 ºC por 10 min. Se 
empleó como control negativo un lisado celular de la cepa 
de Escherichia coli J62-2, la cual no presenta integrones y 
un segundo control negativo que consistió en mezclar 
todos los componentes sin ADN molde, utilizando agua 
para completar el volumen (control de reactivos). Como 
control positivo se empleó un lisado de la cepa K. pneu-
moniae T9701, la cual presenta un integrón de 750 pb. Los 
productos de la PCR fueron corridos en un gel de agarosa 
al 1%, teñidos con bromuro de etidio y visualizados en un 
equipo documentador de imágenes Gel Doc® (Bio-Rad). 
 
Resultados 
 
 En las cepas analizadas se evidenció que el 73,91% 
presentaban resistencia a más de nueve antimicrobianos. 
La mayor resistencia se presentó para el grupo de los β-
lactámicos y aminoglucósidos (Tabla 1). 
 La evaluación del perfil plasmídico reflejó que todas las 
cepas presentaron plásmidos. El 46% presentaron, al me-
nos, un plásmido de elevado peso molecular y el 54% más 
de uno, llegando a identificarse hasta 10 plásmidos en una 
cepa. Los experimentos de conjugación permitieron de-
mostrar la presencia de plásmidos conjugativos en todas 
las cepas. 
 La transferencia de determinantes de resistencia a los β-
lactámicos, se produjo con una frecuencia de conjugación 
de 10-2 transconjugantes/célula donante en las cepas resis-
tentes a ceftazidima. Las cepas transconjugantes presenta-
ron un perfil de resistencia compatible con el de la cepa 
donante. Adicionalmente, en las cepas transconjugantes se 
observó cotransferencia de determinantes de resistencia 
para otros antimicrobianos, como aminoglucósidos y clo-
ranfenicol (Tabla 2). Las cepas Kp09, Kp10 y Kp18 no 
conjugaron cuando se empleó ceftazidima como antimi-
crobiano de selección, sin embargo, se obtuvo conjugación 
cuando se empleó ampicilina, obteniéndose transconjugan-
tes con una frecuencia de 10-2 a 10-3 transconjugan-
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tes/célula donante, observándose cotransferencia de deter-
minantes para aminoglucósidos y cloranfenicol. 
 De 23 cepas estudiadas, 43 (47%) poseían integrones 
clase 1. Todos los integrones fueron identificados en cepas 
que presentaban resistencia a diez o mas antimicrobianos. 

Con respecto al número de elementos genéticos identifica-
dos en las cepas, 9 de éstas  contenían un integrón y una 
presentó dos elementos. 
 

 
          Tabla 1. Perfil de resistencia presentado por las cepas nosocomiales de Klebsiella pneumoniae 
 

Cepa Fuente de 
aislamiento Perfil de Resistencia 

Kp01 Sangre CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp02 Sangre CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp03 Sangre CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL TCY CIP  
Kp04 Secreción AMK K TOB GEN Nt TCY 
Kp05 Secreción CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL TCY 
Kp06 Secreción CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL TCY CIP OFLO 
Kp07 Orina CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL TCY 
Kp08 Sangre CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL TCY CIP 
Kp09 Sangre CAZ ATM CTX CRO FEP AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp10 Sangre CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL TCY CIP OFX 
Kp11 Sangre CAZ ATM CTX CRO FEP AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp13 Sangre CAZ ATM CTX CRO FEP AMK K TOB GEN Nt CHL TCY OFX 
Kp14 Sangre CAZ ATM CTX CRO AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp15 Sangre CAZ ATM CTX CRO FEP AMK K TOB GEN Nt CHL TCY OFX 
Kp17 Secreción CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp18 Secreción CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp21 Secreción CAZ ATM CTX CRO AMK K CHL 
Kp22 Sangre CAZ ATM CTX CRO AMK K TOB GEN Nt CHL 
Kp25 Orina CAZ ATM CTX CRO AMK K TOB GEN Nt CHL OFX 
Kp26 Catéter CAZ ATM CTX CRO AMK K TOB GEN Nt CHL OFX 
Kp27 Secreción CAZ ATM CTX CRO AMK K TOB GEN Nt CHL TCY 
Kp28 Orina CAZ ATM CTX CRO AMK K TOB GEN Nt TCY 
Kp29 Sangre CAZ ATM CTX CRO AMK K TOB GEN Nt TCY 

 

          Kp: Klebsiella pneumoniae 
          ATM: Aztreonan    CRO: Ceftriazona    K: Kanamicina    CIP: Ciprofloxacina 
          TOB: Tobramicina    TCY: Tetraciclina    AK: Amikacina    CTX: Cefotaxima 
          GEN: Gentamicina   CAZ: Ceftazidima    Nt: Netilmicina    CHL: Cloramfenicol 
          OFX: Ofloxacina    FEP: Cefepima. 
 
             Tabla 2. Perfil de resistencia antimicrobiana de las cepas transconjugantes obtenidas 
             mediante el proceso de conjugación. 
 

Cepa Perfil de resistencia 
T01 AMP CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
T02 AMP CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
T03 AMP CAZ ATM AMK K  TOB GEN Nt  CHL 
T04 AMP AMK K TOB GEN Nt 
T05 AMP CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
T06 AMP CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
T07 AMP CAZ ATM  AMK K TOB GEN Nt CHL 
T08 AMP CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
T09 AMP AMK K TOB GEN Nt 
T10 AMP AMK K TOB GEN Nt 
T11 AMP CAZ ATM AMK K TOB GEN Nt CHL 
T13 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL FEP 
T14 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL 
T15 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL FEP  
T17 AMP CAZ ATM  CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL   
T18 AMP AMK K TOB GEN Nt CHL 
T21 AMP CAZ ATM CTX CRO AMK K CHL 
T22 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL 
T25 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL 
T26 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL 
T27 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt CHL 
T28 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt 
T29 AMP CAZ ATM CRO CTX AMK K TOB GEN Nt 

 

             T: Transconjugante 
             ATM:Aztreonan K: Kanamicina  AMK: Amikacina  GEN: Gentamicina 
             TOB: Tobramicina  CTX: Cefotaxima  CRO: Ceftriazona  CAZ: Ceftazidima 
             Nt: Netilmicina  CHL: Cloramfenicol  AMP: Ampicilina  FEP: Cefepima 
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 El tamaño de los fragmentos amplificados fue de 750 a 
2000 pb. En 4 cepas el amplicón fue de 1000 pb, en 3 de 
1500 pb, en dos de 750 pb y en una de 1200 y 2000 pb 
(Figura 1). 
 Los integrones determinados en este estudio se encon-
traban asociados a plásmidos. Cinco de ellos fueron locali-
zados en plásmidos conjugativos (T13, T14, T15, T28 y 
T29) y cinco en plásmidos no conjugativos bajo la meto-
dología empleada (Kp09, Kp11, KP25, Kp26 y Kp27). 
 
 

               
 
Figura 1. Integrones clase 1 localizados en plásmidos presentes en cepas 
de K. pneumoniae. A) Línea 1: control negativo (E. coli J62-2). Líneas 2 
a 10: cepas de E. coli Kp09, Kp11, T13, T15, Kp25, Kp26, Kp27, T28 y 
T29 respectivamente. Línea 11: control positivo (E. coli T9701). Línea 
12: marcador de peso molecular. B) Línea 1: E. coli T14. Línea 2: marca-
dor de peso molecular Kp: Klebsiella pneumoniae. T: Transconjugante. 
 
Discusión 
 
 La emergencia y diseminación de la resistencia antimi-
crobiana, es considerada un problema de salud pública 
complejo donde elementos genéticos como plásmidos, 
transposones e integrones juegan un papel importante [17]. 
 En este estudio se evidenciaron elevados porcentajes de 
resistencia a los antimicrobianos de uso frecuente en el 
tratamiento de las infecciones causadas por K. pneumo-
niae, encontrado determinantes de resistencia a más de un 
grupo lo que hace concluir que la mayoría de las cepas son 
multirresistentes, hecho que genera una disminución en las 
posibilidades terapéuticas. 
 En K. pneumoniae, la resistencia suele asociarse con 
mayor frecuencia a la expresión de genes presentes en 
plásmidos, los cuales son elementos claves en la transmi-
sión horizontal de la información genética, debido a que 
son capaces de propagar la resistencia a los antibióticos 
entre los miembros de una misma o diferente especie 
[18,19]. En la presente investigación se determinó que 
todas las cepas de K. pneumoniae presentaban plásmidos 
conjugativos de elevado peso molecular, capaces de trans-
ferir hasta 12 determinantes de resistencia para tres fami-
lias o grupos de antimicrobianos (β-lactámicos, aminoglu-
cósidos y cloranfenicol), lo que coincide con lo reportado 
por diversos autores, quienes han demostrado la presencia 
de mecanismos de resistencia en plásmidos conjugativos 
de elevado peso molecular [20-22]. 
 Se han descrito cinco clases de integrones, donde los de 
clase 1 son los más frecuentes en enterobacterias. La pre-
valencia de una u otra clase de integrón en bacterias gram-

negativas depende de la especie bacteriana y, en algunos 
casos, de la localización geográfica en que se recolectan 
las cepas [23,24]. En este trabajo se detectó un 43,47% de 
integrones clase 1 en aislados de K. pneumoniae con resis-
tencia principalmente a β-lactámicos y aminoglucósidos. 
Reyes et al [25] en Chile demostraron que los integrones 
clase 1 se encuentran con mayor frecuencia en cepas de K. 
pneumoniae y E. coli. A nivel nacional Alonso y col [26] 
demostraron la presencia de integrones clase 1 en especies 
de enterobacterias aisladas de diferentes ambientes. 
 Se ha establecido una asociación entre cepas multiresis-
tentes y la presencia de integrones clase 1 [27]. En este 
trabajo se encontraron cepas mutirresistentes que no pre-
sentaron integrones, lo que permite inferir que no siempre 
la característica de multirresistencia que presenta una cepa 
esta relacionada a la presencia de integrones clase 1; al 
respecto, hay que considerar la presencia de otros elemen-
tos genéticos como plásmidos, transposones o secuencias 
de inserción que porten genes de resistencia. 
 En los integrones clase 1 detectados en enterobacterias 
de origen nosocomial se han descrito la prevalencia de tres 
tipos de regiones de ADN, con tamaños que oscilan entre 
800, 1000 y 1500 pb [28]. En este estudio siete de los 
integrones detectados presentaron tamaños similares (1000 
y 1500 pb) a los mencionados anteriormente. En integro-
nes clase 1 se han descrito más de 60 casetes génicos que 
confieren resistencia a β-lactámicos, aminoglucósidos y 
trimetropin, entre otros. Con estos resultados no se puede 
inferir cuales genes estarían presentes en los amplicones 
detectados. Al analizar el tamaño de los amplicones de la 
región variable, se encontraron tamaños comunes en dife-
rentes cepas, lo que permite sugerir que estos amplicones 
pueden pertenecer a un integrón específico, que se disemi-
na entre los diferentes aislados de K. pneumoniae y, lo más 
probable, también a otros géneros o familias, o sugerir la 
presencia de un determinante con el mismo tamaño pero 
diferente. La solución a este problema se resolvería con un 
análisis de secuenciación. 
 Los integrones que portan genes de resistencia se en-
cuentran habitualmente formando parte de transposones 
y/o plásmidos [5]. Todos los integrones detectados en este 
estudio estaban asociados a plásmidos (conjugativos o no 
conjugativos bajo la metodología ensayada). Estos resulta-
dos concuerdan con los reportados por Álvarez-Fernández 
y col [29] quienes encontraron en cepas nosocomiales de 
enterobacterias, integrones clase 1 en plásmidos conjugati-
vos y con los de Torres y col [20] quienes reportaron inte-
grones localizados en plásmidos conjugativos y no conju-
gativos de cepas nosocomiales de K. pneumoniae, E. coli y 
Proteus. 
 En este estudio únicamente el integrón de 1000 pb se 
encontró tanto en plásmidos conjugativos como en no 
conjugativos. Esta observación permite inferir que además 
de su localización en plásmidos, los integrones pudieran 
estar asociados con secuencias de inserción o transposo-
nes, los cuales garantizarían su diseminación mediante 
transferencia horizontal. 
 La presencia de integrones en cepas de K. pneumoniae 
es un tema de interés en Salud Pública, ya que estos ele-
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mentos genéticos constituyen un aporte importante en la 
diseminación de genes de resistencia entre las cepas bacte-
rianas de un ambiente determinado. 
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