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Resumen 
 

La presencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos, en ambientes 

acuáticos, que pueden colonizar a humanos a través de la cadena alimentaria o el 

contacto directo, es considerado un problema potencial de salud pública asociado 

a la transferencia de genes de resistencia a la microbiota humana o patógenos 

humanos relacionados (Heuer et al. 2009). En las últimas décadas, se han 

descrito múltiples mecanismos de transferencia de material genético como 

plásmidos, transposones e integrones. No obstante, la contribución de estos 

elementos genéticos móviles en el intercambio de material genético entre la 

microbiota normal humana y microorganismos patógenos no ha sido 

completamente elucidada. Los integrones son elementos genéticos móviles 

capaces de captar genes de resistencia a antibióticos. En su forma más sencilla, 

están formados por 3 elementos necesarios para la captura y expresión de genes 

exógenos denominados cassettes: uno que codifica una integrasa (intI), otro para 

un sitio de recombinación (sitio-específico) (attI) y un promotor (Pc) para la 

expresión de genes cassettes integrados. En este estudio, se aislaron cepas 

pertenecientes al género Aeromonas, a partir de muestras de pescado fresco en 

un medio selectivo para Aeromonadales y se seleccionaron mediante pruebas 

bioquímicas. Las cepas se tipificaron mediante ERIC-PCR y se identificaron por 

análisis del gen rpoD. La detección de elementos de integrones se hizo mediante 

técnicas de amplificación. Se identificaron cepas de Aeromonas de las especies A. 

hydrophyla, A. veronii, A. salmonicida, A. media, A. sobria, A. allosaccharophila, 

A.caviae y A. punctata. Se detectaron 11 cepas de estas Aeromonas con 

integrones completos, 3 con integrones incompletos y 4 con integrones vacíos. La 

incidencia y prevalencia de cepas multirresistentes de Aeromonas en el pescado 

para el consumo humano es considerado un riesgo potencial de infección. La 

búsqueda de elementos genéticos asociados con la resistencia a los antibióticos 

es por consiguiente de gran importancia. 
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Abstract 
 

The presence of bacteria resistant to antimicrobials in aquatic environments, which 

can colonize humans through the food chain or direct contact, is considered a 

potential public health problem associated with the transfer of resistance genes to 

human microbiota or related human pathogens (Heuer et al. 2009). In recent 

decades, there have been described multiple mechanisms for transfer of genetic 

material such as plasmids, transposons and integrons. However, the contribution 

of these mobile genetic elements in the exchange of genetic material between 

normal human microbiota and pathogenic microorganisms has not been fully 

elucidated. Integrons mobile genetic elements capable of capturing antibiotic 

resistance genes. In its simplest form, consist of three elements necessary to 

capture and expression of exogenous genes denominated cassettes: one encoding 

an integrase (intI), another for a recombination site (site-specific) (attI) and a 

promoter (Pc) for the expression of genes integrated cassettes. in this study, 

strains belonging to the genus Aeromonas were isolated from samples of fresh fish 

on a selective medium for Aeromonadales and screened by biochemical tests. The 

strains were typed using ERIC-PCR and were identified by analysis of rpoD gene. 

Detection of integrons elements was made using amplification techniques. 

Aeromonas strains were identified to species A. hydrophyla, A. veronii, A. 

salmonicida, A. media, A. sobria, A. allosaccharophila, A.caviae y A. punctata. Of 

these species, eleven strains of Aeromonas with complete integrons,  three 

incomplete integrons and four with empty integrons were detected. The incidence 

and prevalence of multiresistant strains of Aeromonas in fish for human 

consumption is considered a potential risk of infection. The search for genetic 

elements associated with resistance to antibiotics is therefore of great importance. 
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1 Introducción 
 

Los antibióticos son compuestos que matan o inhiben el crecimiento de bacterias, 

pero su uso indiscriminado ha generado la aparición de microorganismos resistentes 

a los antimicrobianos. En lo últimos años se ha detectado un aumento en la 

resistencia a los antibióticos en cepas de Aeromonas spp. debido principalmente al 

uso irracional de medicamentos para controlar las infecciones en los peces. Lo 

anterior genera una presión selectiva sobre los microorganismos y por consiguiente 

la aparición de cepas resistentes a ciertos antibióticos. Los plásmidos, transposones 

e integrones pueden transportar genes de resistencia a los antibióticos 

transfiriéndolos horizontalmente entre los microorganismos. Debido a que los 

integrones pueden capturar y transferir múltiples cassettes de resistencia a los 

antibióticos se ha convertido en un tema muy importante de investigación. Estudios 

anteriores demostraron la presencia de integrones de Clase 1 en cepas de 

Aeromonas spp. con una amplia diversidad en su región variable. Los integrones de 

Clase 1 están formados: por un gen que codifica para una integrasa (intI) que 

corresponde al segmento 5´ conservado (5'CS), una región central variable donde se 

encuentran cassettes, un segmento 3' conservado (3'CS) que contiene un gen de 

resistencia a las sulfonamidas (SulI) y una secuencia de resistencia a un compuesto 

de amonio cuaternario (qacEΔ1). A la fecha, dentro de los integrones se han 

encontrado más de 100 cassettes diferentes de genes de resistencia la gran mayoría 

para resistencia a los antibióticos. Teniendo en cuenta esto, el objetivo de este 

trabajo fue identificar integrones de Clase 1 en cepas de Aeromonas aisladas de 

muestras de la carpa Cyprinus carpio L. ampliamente comercializada en la Ciudad de 

México.  
 
 

 

 



 2 

2 Antecedentes 
 

2.1 Aeromonas 
 
El género Aeromonas (familia Aeromonadaceae, clase Gammaproteobacteria) está 

constituido por bacilos o cocobacilos móviles Gram-negativos, oxidasa y catalasa 

positivas, no formadoras de esporas y fermentadores de glucosa (Abbott et al. 

2003;Martin-Carnahan y Joseph, 2005). De acuerdo con la última edición del Manual 

de Bacteriología Sistemática de Bergey, el género comprende más de 20 especies 

(Martin-Carnahan y Joseph, 2005).  

 

El genero Aeromonas se divide en dos grupos sicrófilos y mesófilos (Abbott et al. 

2003;Janda y Abbott, 2010). Las Aeromonas spp. sicrófilas han sido reportadas en 

animales acuáticos y terrestres, crecen especialmente a rangos de temperaturas 

entre 4 y 10°C. Por su parte, Aeromonas spp. mesófilas consideradas 

potencialmente peligrosas para la salud humana, crecen a temperaturas que oscilan 

entre 10 y 42 °C. Estas son consideradas autóctonas de ambientes acuáticos y con 

frecuencia están asociadas con peces (sanos y enfermos), productos alimenticios, 

animales, heces humanas, muestras clínicas y ambientales extra-intestinales (Martin-

Carnahan y Joseph, 2005;Figueras 2005;Janda y Abbott , 2010). Aeromonas spp., 

son capaces de causar enfermedades en diferentes animales y seres humanos 

(Gosling 1996;Gray 1984). En algunas especies de peces la infección con 

Aeromonas genera una enfermedad hemorrágica y forunculosis (Austin y Adams 

1996). En seres humanos, son responsables de infecciones intestinales y extra 

intestinales como gastroenteritis, bacteremia, infecciones de piel, tejidos blandos y 

sepsis (Khajanchi et al. 2010). Originalmente, Aeromonas spp. han sido 

consideradas patógenos oportunistas en humanos inmunocomprometidos. No 

obstante, se ha detectado un número creciente de casos de enfermedad intestinal y 

extra-intestinal en todo el mundo relacionados con Aeromonas spp., lo que sugiere 

que es un patógeno humano emergente, independientemente del estado inmune del 
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huésped (Figueras 2005). La infección se produce a menudo después de un contacto 

con el patógeno o por consumo de aguas o alimentos contaminados (Janda y Abbott 

2010). La gastroenteritis es generalmente autolimitada y el tratamiento con 

antibióticos es innecesario. Sin embargo, para las infecciones extra-intestinales, se 

deben conocer los patrones de susceptibilidad a los antimicrobianos para poner en 

práctica una terapia adecuada (Vila et al. 2002). Actualmente, se conoce que los 

miembros de Aeromonas desarrollan fácilmente resistencia a los antibióticos 

individuales o múltiples. Por lo cual la EPA lo considera como un patógeno humano 

emergente (Ko et al. 1996;Goñi-Urriza et al. 2000;Schmidt et al. 2001;Palú et al. 

2006; Chauret et al. 2001). 

  

Recientemente, el análisis de secuencia de genes housekeeping (por ejemplo, gyrB y 

rpoD), ha demostrado ser de gran utilidad en la identificación y estudio del género 

Aeromonas debido a que han revelado una mayor divergencia de secuencia que la 

secuencia del ARNr 16S (Yañez et al. 2003;Soler et al. 2004;Kupfer et al. 2006). Las 

ventajas de la técnica de estos genes incluyen la disponibilidad para la mayoría de 

los laboratorios, alta reproducibilidad, bajo costo, velocidad y libre acceso de las 

secuencias resultantes en bases de datos públicas (de la Haba et al. 2012;Fusté et 

al. 2012;Martínez-Murcia et al. 2011;Miñana-Galbis et al. 2010;Mulet et al. 

2010;Stackebrandt et al. 2002;Zeigler 2003). Las secuencias de genes rpoD, son 

consideradas como un excelente marcador molecular. El rpoD (factor  σ70 ) es un 

fragmento de aproximadamente de 820 pb, que codifica para uno de los factores 

sigma, que confieren el inicio de la transcripción-promotor específica de la ARN 

polimerasa. Este fragmento podría ser empleado como un marcador filogenético 

adecuado en la sistemática bacteriana (Yamamoto et al. 2000). 
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2.2 Carpa común (Cyprinus carpio L.) 
 
La carpa común (Cyprinus carpio L.) es un pez de agua dulce de amplia distribución 

y un producto alimenticio de consumo importante. Debido a su capacidad de 

sobrevivir y acumular contaminantes, con frecuencia es empleada en pruebas 

toxicológicas para determinar el nivel de toxicidad de los productos químicos en el 

medio ambiente acuático (Xing et al. 2012;Reynders et al. 2008).  

  

El comercio ornamental de peces cada vez es mayor a nivel mundial (Wittington y 

Chong 2007). En el Reino Unido por ejemplo, más de 45 millones de peces se 

importan al año, en particular procedentes de Asia Sudoriental y se estima que el 

14% de todos los hogares del Reino Unido tiene un acuario o, alternativamente, un 

estanque (OATA 2009). Recientemente, un estudio realizado en Australia sugiere 

una posible una relación entre la propiedad de peces ornamentales y un número 

limitado de casos infantiles asociados a infecciones con Salmonella java 

multiresistente (Musto et al. 2006). El uso y abuso de los antibióticos en la acuicultura 

conduce a una mayor resistencia a los antibióticos a través de todo el ecosistema 

microbiano del agua y por lo tanto también a un mayor riesgo para la transmisión de 

los determinantes de resistencia genética a bacterias que son patógenas para los 

peces (Schmidt et al. 2000;Sorum 2006).  

 

2.3 Antibióticos y Resistencia Bacteriana. 
 
Los antibióticos son considerados como una de las mayores contribuciones a la 

medicina en el siglo XX, y se han utilizado para tratar una extensa gama de 

enfermedades infecciosas causadas por bacterias, tanto en animales como seres 

humanos (Wang et al. 2011, 2012;Zhao et al. 2010a, b, c, 2011;Xu et al. 2011d, 

2012a, b).  
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Su uso indiscriminado ha conducido a la emergencia de resistencia a los mismos y 

plantea un dilema para el futuro tratamiento de las infecciones bacterianas, 

principalmente, asociadas con un número creciente de fracasos terapéuticos a nivel 

clínico. Este fenómeno esta principalmente asociado con la aparición y propagación 

de genes de resistencia a los antibióticos (ARGs) en el medio ambiente. Existe una 

correlación significativa entre la aparición de ARGs y la concentración de antibióticos 

aplicada, debido a la presión selectiva que estos ejercen en los microorganismos 

(Gao et al. 2012a;Luo et al. 2010). El establecimiento de ARGs puede requerir un 

largo período de exposición a antibióticos, pero una vez establecido, los genes 

pueden persistir, incluso después de retirar la presión selectiva (Pei et al. 

2006;Tamminen et al. 2010;Kemper 2008). Ya establecidos en bacterias ambientales 

los ARGS se pueden transmitir desde el medio ambiente a humanos a través de 

contacto directo con superficies contaminadas en ambientes externos o indirecto 

(Iversen et al. 2004;Kim et al. 2005;Rodríguez et al. 2006) (Church et al. 2006) . 

 

El amplio uso de antibióticos en las explotaciones intensivas de animales como 

alimentos en algunos países, ha dado lugar a la aparición de resistencia en los 

patógenos transmitidos por estos alimentos (Marshall y Levy 2011). Dado que los 

antimicrobianos que se utilizan para tratar enfermedades bacterianas tanto en 

humanos como en animales poseen esencialmente la misma composición química, 

es evidente que el uso de antimicrobianos en animales es parte de este complejo 

escenario.  

 

El conocimiento de los mecanismos bacterianos para la adquisición y difusión de 

rasgos de resistencia a antimicrobianos se ha incrementado en las últimas décadas 

(Boerlin y Reid-Smith 2008). Los mecanismos de transferencia horizontal de genes 

son diversos y ofrecen diferentes oportunidades para la transmisión intra- e inter-

especies de determinantes de resistencia (White et al. 2001). La transferencia 

horizontal de genes a menudo se ve facilitada por elementos genéticos móviles como 

plásmidos de conjugación, fagos y transposones (Levy y Marshall 2004). Sin 
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embargo, integrones, derivados de transposones defectuosos, que se albergan 

comúnmente en plásmidos, han surgido con múltiples características de resistencia 

en las bacterias clínicas y ambientales, debido a la capacidad de movilización y 

expresión de cassettes de genes de resistencia a antibióticos (Cambray et al. 2010). 

La propagación de genes de resistencia a través de elementos genéticos móviles es 

ahora una creciente preocupación a nivel mundial, ya que puede conducir a la rápida 

aparición de bacterias multi-resistentes a los medicamentos (Tenover y Hughes 

1996;Cambray et al. 2010). Estos tienen un papel bien establecido en la dinámica del 

genoma de bacterias contribuyendo a la evolución y la adaptación procariota. 

Aproximadamente el 9-17% de los genomas bacterianos secuenciados poseen 

integrones y estos se ha descrito poseen la misma organización y composición en 

aislamientos no relacionados en áreas espacial y temporalmente diferentes 

(Machado et al. 2008; Cambray et al. 2010).  

 

2.4 Integrones 
 
Los integrones son elementos genéticos móviles de DNA capaces de capturar genes 

de resistencia, en particular los responsables de la resistencia a los antibióticos. 

Estos pueden estar localizados dentro de plásmidos o transposones de conjugación 

y contribuir a la adquisición de nuevos genes en bacterias (Davies 1994;Mazel, 

2006). Un integrón posee 2 extremos conservados (5'CS: Extremo 5 prime y 3'CS: 

Extremo 3 Prima) y una región variable con elementos esenciales para la inserción y 

la movilización de cassettes genéticos (Carattoli 2001). El extremo 5'CS contiene el 

gen de la integrasa (intI) que tiene un longitud de 1,36 kb y codifica para una proteína 

de 337 aminoácidos (38 kDa), encargada de catalizar la recombinación génica sitio 

específica. Adyacente al gen intI se encuentra el sitio de recombinación específico 

attI, en el que se integran los cassettes génicos 3'CS: que codifican la resistencia a 

los compuestos de amonio cuaternario y sulfonamida (qacEΔ1 y SulI) (Gaze et al. 

2011;Zhang et al. 2009a). La región variable se compone de uno o más cassettes de 
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genes capturados por el integrón a través del mecanismo de recombinación sitio-

específica (Hall y Collis 1995).  

 

Hasta la fecha, existen cuatro clases de integrones  nombrados de acuerdo al gen de 

la integrasa (intl) (Peters et al. 2001;Partridge y Hall 2003; Yu et al. 2003;Cambray et 

al. 2010). Los integrones de Clase 1 son los más importantes y clínicamente 

relevantes, con una amplia distribución entre las especies de bacterias (Goldstein et 

al. 2001). No obstante, otras clases de integrones como son los de Clase 2, 3 y 4 

(también llamados superintegrones) también han sido descritos con menos 

frecuencia en aislamientos clínicos (Correia et al. 2003). 

 

2.4.1 Clasificación de los integrones 
 
Integrones de Clase 1 
Aproximadamente el 9% de los genomas bacterianos secuenciados contienen 

integrones de esta clase siendo el más ubicuo entre los microbios clínicos y foco de 

numerosos estudios (Barlow 2004;Labbate et al. 2009;Xu et al. 2010, 2011c). El 

integrón de Clase 1 es prevalente en los plásmidos y se ha encontrado en bacterias 

Gram-positivas pero están especialmente distribuidos entre bacterias Gram-

negativas (Mazel 2006;Fluit y Schmitz 2004). Los integrones de Clase 1 han sido 

reportados comúnmente en una gran variedad de microorganismos gramnegativos 

clínicos, que incluyen los géneros Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, 

Burkholderia, Campylobacter, Citrobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, 

Mycobacterium, Pseudomonas, Salmonella, Serratia, Shigella y Vibrio. Asimismo, 

ocasionalmente se han detectado en algunas especies microbianas de diversos 

ambientes, incluyendo aguas residuales (Tennstedt et al. 2003;Taviani et al. 2008), 

agua de río (Mukherjee y Chakraborty 2006), y el suelo (Agerso y Sandvang 2005). 

Los integrones Clase 1 estan conformados por dos regiones conservadas de DNA 

situadas en los extremos 5 'CS y 3' CS. El extremo 5 'CS tiene una longitud de 1,36 

kb y contiene el gen intI1 que codifica para una integrasa encargada de catalizar la 
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recombinación génica sition-especifica. Adyacente al gen intI1 se encuentra el sitio 

de recombinación attI, en el que se Integran los cassettes génicos (Stokes y Hall 

1989;Collis y Hall 1992;Grava et al. 1998). IntI1 reconoce tres tipos de sitios de 

recombinación como son attI1, attC y sitios secundarios. 

 

Integrones de Clase 2  
Los integrones de Clase 2 tienen una organización similar a los de Clase 1, pero se 

asocian con la Tn7. Comparado con integrones de Clase 1, los integrones de esta 

clase, exhiben una baja diversidad. La presencia de un codón de paro en el 

aminoácido 179 de la integrasa (intI2) conduce a la producción de un polipéptido más 

corto e inactivo, incapaz de catalizar la reacción de recombinación (Barlow y Gobius 

2006). Como consecuencia, se ha detectado un número reducido de cassettes 

genéticos diferentes en ellos. Un integrón de Clase 2 lleva 3 genes de resistencia, la 

dihidrofolato reductasa (dfrA1), estreptotricina acetiltransferasa (SAT1), y 

aminoglucósido adeniltransferasa (aadA1), los cuales confieren resistencia a la 

trimetoprima, estreptotricina y estreptomicina/espectinomicina, respectivamente. Sin 

embargo, desde la última década, las investigaciones sobre la variabilidad de los 

integrones de Clase 2 han identificado nuevos reordenamientos, así como genes de 

resistencia a antibióticos.  

 

Integrones de Clase 3  
Los integrones de Clase 3 contienen una estructura comparable a los de Clase 2, y 

ambas IntI1 y IntI3 son parte del grupo de proteobacterias del suelo y agua dulce, 

como de integrasas de Clase 2 dentro del grupo γ-Proteobacteria marinas. 

Funcionalmente similar a intI1, intI3 cataliza la escisión de cassettes y la integración 

de cassettes circularizados en el sitio attI3 integrado, pero la recombinación entre un 

fragmento de 59-pb y los sitios secundarios se producen a una frecuencia 

significativamente menor que la observada con IntI1 (Collis et al. 2002). Además, 

IntI3 es capaz de reconocer diferentes sitios attC e integrar los cassettes en el sitio 

attI3 que se localiza en una región corta adyacente a intI3 (Collis et al. 2002).  
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Integrones de Clase 4: Superintegrón  
Los integrones de Clase 4 se considera que es un tipo distinto de integrón y se le 

denomina superintegrón (SI), porque se encontró en el cromosoma pequeño de 

Vibrio cholerae y porque es un componente integral de muchos genomas-γ 

proteobacteriales (Barker et al. 1994;Mazel et al. 1998;Rowe-Magnus et al. 2001). 

Los integrones de Clase 4 albergan cientos de cassettes de genes que codifican las 

adaptaciones que se extienden más allá de la resistencia a los antibióticos y a la 

patogenicidad, y se ha detectado, en aislamientos del siglo pasado, que su existencia 

data de antes de la era antibiótica (Rowe-Magnus et al. 1999). Las dos 

características principales que definen a los intergones de Clase 4 son: (a) el gran 

número de cassettes que se incorporan, como en el caso de V. cholerae, el grupo de 

ORFs VCR-asociado representa al menos 216 genes no identificados en una serie 

de cassettes 179 y ocupa aproximadamente el 3% del genoma y (b) la alta 

homología entre los sitios attC de esos cassettes (Rowe-Magnus y Mazel 2001). Los 

integrones de Clase 4 ha sido identificados y caracterizados entre las Vibrionaceae, 

Shewanella, Xanthomonas, Pseudomonas, así como otras proteobacterias (Clark et 

al. 2000;Heidelberg 2000;Nield et al. 2001;Rowe-Magnus y Mazel 2001;Rowe-

Magnus et al. 2001). Las restantes clases de integrones también pueden contener 

cassettes de genes de resistencia a antibióticos, pero su prevalencia en todo el 

mundo sigue siendo baja (Hall 1993;Nield et al. 2001).  

 

2.5 Cassettes 
Los cassettes génicos consisten de un gen flanqueado por un sitio de recombinación, 

conocido como un elemento de 59 pb, que es reconocido por la recombinasa sitio-

específica codificada por el integrón (intI). Los cassettes génicos pueden existir como 

moléculas circulares libres (Collis y Hall 1992) y sólo se transcriben cuando son 

capturados y se insertan en un integrón (Hall et al. 1995). Se descubren nuevos 

cassettes continuamente y actualmente se han identificado más de 60 cassettes que 

confieren resistencia a una amplia gama de agentes antimicrobianos (Laraki et 

al.1999;Recchia et al.1995;White et al. 2000). Los integrones facilitan la integración y 
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el reordenamiento de los genes que contienen sitios de recombinación ATTC móviles 

(también conocidos como de 59-pb, llamados "cassettes de genes"), los cuales en su 

mayoría confieren resistencia a los antimicrobianos (Stokes y Hall 1989;Hall et al. 

1991;Collis y Hall 1992;Stokes et al. 1997;Recchia y Hall 1995)(Hall y Stokes 

1993;Collis y Hall 1995).  
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3 Justificación, Hipótesis y Objetivos 
 

3.1 Justificación 
 

En años recientes, la búsqueda de entidades genéticas responsables de la 

resistencia a antibióticos ha generado gran interés, principalmente debido al 

surgimiento de cepas multiresistentes a fármacos. De estas, los integrones son de 

atractivos debido al dinamismo que presentan para capturar genes de resistencia. El 

intercambio de material genético que codifica para genes de resistencia a 

antimicrobianos entre patógenos humanos y la microflora normal humana o del 

ambiente, es una realidad. La transmisión de componentes genéticos con capacidad 

de alterar la susceptibilidad a los antimicrobianos a través de los alimentos es un 

área que necesita ser explorada exhaustivamente, las evidencias sobre la presencia 

de integrones en cepas de origen acuático siguen siendo escasas. En este trabajo se 

explora la presencia de integrones de Clase 1 en cepas de Aeromonas spp.  aisladas 

de muestras de la carpa Cyprinus carpio L.  

 

3.2 Hipótesis 
 

Los aislamientos de Aeromonas spp. a partir de pescado para consumo humano 

(Cyprinus carpio L.) presentan integrones de Clase 1 con arreglos de cassettes 

genéticos diferentes. 

 

3.3 Objetivo general 
 

Identificar y localizar  integrones de Clase 1 en cepas de Aeromonas spp. aisladas de 

muestras de Cyprinus carpio L., comercializada en la ciudad de México.  
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3.3.1 Objetivos específicos 
1. Aislar bacterias de muestras de carpa común en un medio selectivo para  

Aeromonadales. 

2. Identificar los aislados mediante análisis genético de secuencia del gen 

´housekeeping rpoD´. 

3. Tipificar los aislados de Aeromonas spp. mediante ERIC-PCR. 

4. Realizar la búsqueda de plásmidos nativos en las cepas de Aeromonas spp. 

5. Determinar los perfiles de resistencia a antibióticos en las cepas de 

Aeromonas spp. 

6. Identificar y ubicar los integrones de Clase 1 mediante PCR 
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4 Materiales y Métodos 
 

En las figuras 1 y 2 se observan los pasos a seguir para dar cumplimiento al proyecto 

de investigación. 

 

Figura 1 Diagrama general de trabajo (Primera parte) 
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Figura 2 Diagrama general de trabajo (Segunda parte) 
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La identificación bioquímica del género se realizó con 5 pruebas básicas como se 
observa en la tabla 1.  

 

 
Tabla 1. Pruebas bioquímicas diferenciales entre géneros relacionados con las 
Aeromonadales. 
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5 Resultados y discusiones 
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Abstract Forty-six Aeromonas spp. strains were isolated
from fresh fish and investigated for their antimicrobial

susceptibility, detection of Class 1 integrons by PCR, and

arrangement of gene cassettes. Selected isolates were fur-
ther characterized by enterobacterial repetitive intergenic

consensus-PCR. Twenty isolates were found to carry Class

1 integrons. Amplification of the variable regions of the
integrons revealed diverse bands ranging in size from 150

to 1,958 pb. Sequence analysis of the variable regions

revealed the presence of several gene cassettes, such as
adenylyl transferases (aadA2 and aadA5), dihydrofolate

reductases (dfrA17 and dfrA1), chloramphenicol acetyl

transferase (catB3), b-lactamase (oxa2), lincosamide nu-
cleotidil transferase (linF), aminoglycoside-modifying

enzyme (apha15), and oxacillinase (blaOXA-10). Two open

reading frames with an unknown function were identified
as orfC and orfD. The aadA2 cassette was the most com-

mon integron found in this study. Interestingly, five in-

tegrons were detected in the plasmids that might be
involved in the transfer of resistance genes to other bac-

teria. This is a first report of cassette encoding for linco-
samides (linF) resistance in Aeromonas spp. Implications

on the incidence of integrons in isolates of Aeromonas spp.

from fresh fish for human consumption, and its possible
consequences to human health are discussed.

Introduction

Antibiotics are substances that kill or inhibit the growth of

bacteria, but the indiscriminate use of these compounds has
induced antimicrobial resistance [50]. Treatment of bacterial

infection in the future will thus become ever more difficult.

In recent years, an increase in antibiotic resistance of Aero-
monas spp. strains due to the irrational use of drugs to control

infections in fish farms has been reported [24]. This gener-

ates selection pressure on microorganisms and consequently
induces the acquisition of resistance toward antibiotics [8].

Thus, the search for genetic elements associated to antibiotic

resistance in microorganisms becomes more important.
Plasmids, transposons, and integrons can carry antibiotic-

resistant genes and can be transferred horizontally between

microorganisms [28, 40, 45]. Integrons have become very
important recently as they can capture more than one anti-

biotic-resistant cassette. Class 1 integrons are formed by a

gen coding for an integrase (IntI) that corresponds to the 50

conserved segment (50 CS); a variable region size where

cassettes are located; a 30 conserved segment (30 CS) which
contains a sulfonamide resistance gene (sulI); and a quater-

nary ammonium compound resistance sequence (qacED1)

[6, 20, 41]. More than 100 different resistance gene cassettes
have been found within integrons, and most of them encode

for antibiotic resistance [18, 48]. Due to their versatility,

integrons can obtain antibiotic resistance cassettes [35]. In
addition, they can be mobilized in association with func-

tional transposons and/or conjugative plasmids [7, 8]. Pre-

vious studies showed the presence of Class 1 integrons in
Aeromonas spp. strains with a wide diversity in its variable

region [30]. The aim of this study was to identify the presence

of Class 1 integrons in strains of Aeromonas spp. previously
identified by sequencing the housekeeping rpoD gene iso-

lated from fresh fish.
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Materials and Methods

Bacterial Isolation and Genetic Identification

Forty-six strains of Aeromonas spp. were isolated from
fresh fish (Cyprinus carpio L.) collected in local markets

located in the east of Mexico City between February and

April 2013. Twenty-five grams of each sample was
weighed and placed in flasks containing 225 ml alkaline

peptone water (pH 9.0) and were incubated at 28 8C for

24 h. After incubation, the samples were streaked in
phenol red agar containing 50 lg/ml ampicillin plus 1 %

soluble starch and incubated at 28 8C for 24 h. Yellow

colonies surrounded by a halo of clearing that appeared
after adding a few drops of lugol were used for identi-

fication. Presumptive colonies were selected for further

identification and were grown on LB agar (SIGMA,
USA) at 28 8C for 24 h. Initial bacterial classification

was done by standard bacteriological tests including

Gram staining, cytochrome oxidase activity, growth in
the presence of 3 and 6 % NaCl, acid production from

fermentation of inositol, and glucose oxidation/fermen-

tation (O/F) test. The isolates were identified to the
species level by analysis of the rpoD gene (Table 1).

Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida 718 (pRAS1)

carrying a Class 1 integron [43] was used as positive
control and Aeromonas hydrophila ATCC 7966 as a

negative control [38].

Strain Characterization

Strains previously identified and belonging to the same

species were analyzed by ERIC-PCR to differentiate

unique isolates of clones. DNA was extracted using the
QIAamp DNA Mini QIAcube Kit (QIAGEN Germany).

ERIC-PCR was used for genotyping the strains using

the primers ERIC1R and ERIC2 (Table 1) [46]. The
reaction mixture consisted of 12.5 ll of PCR mix

[100 mm Tris–HCl, 20 mM MgCl2 and 50 mM KCl

(pH 8.3)], 100 pM of each primer, 200 lM dNTPs,
300 ng of DNA template, 1.25 U of Taq DNA poly-

merase and double-distilled water to a final volume of

25 ll. Cycling conditions were as follows: predenatur-
ation at 95 !C for 7 min, denaturation at 90 !C for 30 s,

annealing at 58 !C for 1 min, and extension at 65 !C

for 8 min, with a final extension at 68 !C for 16 min at
the end of 30 cycles. Genetic profiles were analyzed

visually by intragel pattern comparison, and isolates
representatives of each ERIC-PCR pattern were selected

for subsequent analyses.

Antimicrobial Susceptibility Assay

Resistances of all strains to different antibiotics were
determined using the disk diffusion method on Mueller–

Hilton agar plates according to recommendations of ‘‘The

clinical and laboratory standards institute’’ [10]. The anti-
biotics used were: kanamycin (30 lg), tetracycline (30 lg),

amikacin (30 lg), ampicillin (30 lg), cefepime (30 lg),

cefalotine (30 lg), cefotaxine (30 lg), ceftriaxone (30 lg),
chloramphenicol (30 lg), gentamicin (10 lg), nitrofuran-

toine (300 lg), nalidixic acid (30 lg), levofloxine (5 lg),

and trimethoprim/sulfamethoxazole (25 lg). Pseudomonas
aeruginosa ATCC 25923 was used as control. Results were

interpreted as susceptible or resistant by measuring the

diameter of inhibition zone according to the criteria stip-
ulated by the CLSI [10].

Plasmid Isolation

Plasmid DNA from isolates was purified using the

QuickGene Plasmid kit S (FUJIFILM, Tokyo, Japan)
according to the manufacturer0s protocol. Plasmids were

separated and visualized on horizontal 0.8 % agarose

gels.

Screening of Class 1 Integron Elements

PCR reactions mixtures (50 ll) contained sterile molecu-

lar-grade water, 19 reaction buffer, 1 U Taq DNA poly-

merase, 0.25 mM (dNTPs), 50 pmol of each primer, and
200 ng total DNA was added to the reaction mixture. All

isolates were screened for Class 1 integron elements: in-

tegrase (IntI)-variable region-30 end (qacED1-sulI) using
primers described previously (Table 1) [24]. The identity

of resistance genes was also determined by sequencing the

resultant PCR amplicons. Sequencing was done by Macr-
ogen Inc. (DNA Sequencing Service, Seoul, Korea).

Sequences were compared with the protein sequence

database (GenBank) by means of the BlastX algorithm
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

Table 1 Primers used in this study

Primer name Sequence (50 ? 30) References

rpoD 70Fs ACGACTGACCCGGTACGCATGTA [42]

rpoD 70Rs ATAGAAATAACCAGACGTAAGTT [42]

ERIC1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCA [46]

ERIC2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC [46]

IntI1-F GTTCGGTCAAGGTTCTG [51]

IntI1-R GCCAACTTTCAGCACATG [51]

in-F GGCATCCAAGCAGCAAGC [37]

in-B AAGCAGACTTGACCTGAT [37]

qacED1-F ATCGCAATAGTTGGCGAAGT [37]

sul1-B GCAAGGCGGAAACCCGCGCC [37]
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Results and Discussion

The diversity of antibiotic resistance cassettes in Class 1

integrons in Aeromonas spp. strains isolated from envi-

ronmental and clinical samples has been reported before
[19]. In this study, the cassette arrangements in Class 1

integrons in Aeromonas spp. strains isolated from fresh fish

commercialized for human consumption (Ciprinus carpio
L.) was investigated. In total, 46 strains of Aeromonas spp.

were isolated and identified by conventional biochemical

and morphological tests (i.e., Gram-negative, nonspore,
oxidase positive, able to ferment glucose, no acid produc-

tion from inositol, and growth in 3 % NaCl, but not in

6.0 % NaCl [26]. By sequencing the rpoD gene encoding
the sigma subunit of RNA polymerase, isolates were

identified to the species level as A. veronii (n = 20/

43.47 %), A. hydrophila (n = 7/15.21 %), A. salmonicida,
(n = 6/13 %), A. allosaccharophila (n = 4/10.86 %), A.

caviae (n = 3/6.52 %), A. punctata (n = 2/4.34 %), A.

media (n = 2/4.34 %), and A. sobria (n = 1/2.1 %). The
genus Aeromonas includes more than 20 recognized spe-

cies according to the last edition of Bergey’s Manual of

Systematic Bacteriology [1, 3, 15, 27, 29, 36]. The isola-
tion percentage of the species identified in this study was

similar to those reported previously [49]. Factors, such as

the number of isolates and molecular typing methods,
affect the results obtained [9, 42, 49]. The clonal rela-

tionship between isolates was analyzed using enterobacte-
rial repetitive intergenic consensus (ERIC-PCR). This

probe showed that all strains of Aeromonas spp. are unique

and not clones as the profiles obtained were different from
each other. The isolated Aeromonas spp. strains showed

differences in susceptibility and resistance to the antimi-

crobials. Of the 46 aeromonads isolated, six isolates
(12.7 %) were resistant to amikacin, 18 (38.2 %) to tri-

methoprim/sulfamethoxazole, five (10.6 %) to gentamycin,

one (2.1 %) to cefotaxime, three (6.38 %) to levofloxacin,
12 (25.5 %) to nitrofurantoin, seven (14.8 %) to cefepime,

five (10.6 %) to ceftriaxone, 12 (25.5 %) to chloram-

phenicol, 27 (57.4 %) to cephalothin, 25 (53.1 %) to
kanamycin, three (6.3 %), and three (6.3 %) to tetracy-

cline. Heterogeneity in resistance toward antibiotics in

strains of Aeromonas spp. isolated from fish for human
consumption has been reported [19]. The PCR results

revealed that the 923 base pairs amplicon of the integrase

gene was identified in 20 of the 46 Aeromonas spp. strains
probed (43.4 %). Only 16 of these intI positive strains

yielded the 800 bp qacED1/sulI amplification product

corresponding to the 30 conserved region. Several attempts
to amplify the 30 end were done on the four strains that did

not show this amplicon. Strategies for searching Tn402-like

sequences were done with integrons lacking the 30

sequences, often associated with Class 1 integrons [32].

Previous studies demonstrating the presence of incomplete

integrons, lacking the 30 end, confirmed this absence by
their sensitivity to sulfamethoxazole [30]. The presence of

this element related to a resistance to this antibiotic in most

strains, thus demonstrating the activity of the integrons
identified. The DNA of Aeromonas spp. strains that

amplified integron ends were used as template for ampli-

fication of the variable region. The PCR products amplified
ranged from 150 to 1,958 bp, indicating different genetic

arrangements in the variable region of the integrons found.
The amplicons obtained from the variable region were

purified, sequenced, and compared to those in the GenBank

database. The criteria for defining the identity of the
arrangements obtained were percentage match (usually

[75 %), length of match (usually [100 bp), and proba-

bility of similarity. Sequencing of amplicons revealed
inserted cassettes corresponding to genes coding for

adenylyl transferases (aadA2 and aadA5), dihydrofolate

reductases (dfrA17 and dfrA1), chloramphenicol acetyl
transferase (catB3), b-lactamase (oxa2), lincosamide nu-

cleotidil transferase (linF), aminoglycoside-modifying

enzyme (apha15), and oxacillinase (blaOXA-10). Two ORFs
of unknown function were identified as orfC and orfD

(Table 2). Four strains presented the unique cassette aadA2

(SA1, SA8, SB5, and SB15). This cassette has been found
in A. veronii [24], A. salmonicida [43], and A. hydrophila

[31]. These strains were isolated from healthy and diseased

fish. The SA3 strain contains the aadA2-linF arrangement.
The linF cassette was first identified in a Class 1 integron

of E. coli found in animals and people [17, 25, 45]. Until

now, the gene that encodes resistance to lincosamides has
not been reported in the Aeromonas genus. SA13, SC9, and

SC13 strains presented the array aadA5–dfrA17, which was

found in a Class 1 integron of a Klebsiella pneumonie
isolate [23]. The identification of the aadA5 and dfrA17

cassettes, in addition to many others recently described

cassettes that confer antibiotic resistance; highlights the
capacity of bacteria to evolve resistance mechanisms that

could have further negative implications for the therapeutic

use of antibiotics [47]. The cassette dfrA1 was found in two
strains (SB3 and SC1), found previously in Vibrio cholerae

isolates from humans in India and Salmonella enterica

isolates from humans and animals in Australia [21, 39, 44].
The cassette catB3 found in strains SA2 and SB11 has been

reported in A. media, A. allosaccharophila, A. veronii, and

A. encheleia [2, 13, 30]. Only one strain (SB11) has the
cassette apha15, also reported in Achromobacter xylos-

oxydans, Proteus sp., and P. aeruginosa [16, 22, 33]. The

cassette blaOXA-10 was present in one strain (SB13).
blaOXA-10 is a class D extended-spectrum b-lactamase that

has been detected previously in human pathogens. The

cassette oxa2 was found in one strain (SA6). Aeromonas
spp. produces several b-lactamases. One example is the

Y. Sarria-Guzmán et al.: Antibiotic Resistance Cassettes in Class 1 Integrons 583
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b-lactamase encoded by oxa2 gene. This cassette has been

previously reported in Aeromonas spp. Isolates [18].
Identical arrangements found in phylogenetically distant

organisms clearly indicate the horizontal transfer of resis-

tance markers of the mobile genetic elements carrying this
gene. To define the location of integrons in the isolates

(chromosome or plasmid), plasmids were extracted and

used as template for amplification of integron elements.
Four of the nine strains that showed plasmid (SA9, SA15,

SB10, and BS15) had integrons located in plasmids. An
important aspect to note is that multidrug-resistant strains

do not always have integrons. These multidrug-resistant

strains without integrons might contain extrachromosomal
genetic plasmids or transposons that carry antibiotic

resistance genes. The tetracycline resistance, for instance,

is associated generally with the presence of transposons,
such as Tn1721 and Tn10 found in plasmids [5, 34]. In

some strains, the resistance profile is not consistent with the

arrangements found in the integron. It is known that the
expression of the cassettes will depend on the proximity to

the promoter [12]. This might have been the case for some

integrons reported in this study (SC9, SC13, SB3, and
SB11 strains). Empty integrons with no integrated

arrangements between 50 ends were found in strains SA9,

SA15, SB6, SB10, and SC4. Amplicons of 150 pb are
indicative of empty integrons [24]. This type of integrons

has been reported previously in aquatic bacterial pathogens
[37]. Integrons lose resistance cassettes in the absence of

selection pressure exerted by antibiotics [11]. The presence

of empty integrons indicates the possibility to capture
cassettes resistant to antibiotics. Integrons may play an

important role in mediating gene transfer between micro-

organisms. This versatility has contributed to the quick
adaptation of bacteria to different ecological niches

Table 2 Phylogenetic affiliation and characterization of Class 1 integrons of Aeromonas spp. isolated of fresh fish (Ciprinus carpio L.)

Isolate Genetic
identification

Antimicrobial resistance
pattern

Organization of identified integrons Presence of
plasmid

Integron
location

50 CS Cassette array/size (pb) 30 CS

SA13 A. veronii AM, SXT, NF, CF, NA IntI aadA5-dfrA17-orfC/1958 qacED1-sulI No C

SC9 A. veronii AM, CF, KAN IntI aadA5-dfrA17/1261 qacED1-sulI No C

SC13 A. veronii AM, CF, NA IntI aadA5-dfrA17/1261 qacED1-sulI No C

SC1 A. hydrophila AM, CF IntI dfrA1-orfD/1099 qacED1-sulI Yes C

SB3 A. veronii AM, KAN IntI aadA2-dfrA1/1264 qacED1-sulI Yes C

SA3 A. salmonicida AM, CL, CF, KAN IntI aadA2-linF/1612 qacED1-sulI No C

SA6 A. veronii AM, AK, SXT, GE, NF, CL,
KAN

IntI aadA2-oxa2/1618 qacED1-sulI Yes C

SB13 A. hydrophila AM, LEV IntI aadA2-blaOXA-10/1591 n.a. No C

SA2 A. allosaccharophila AM, SXT, GE, LEV, NF,
FEP,

CRO, CL, CF, KAN

IntI aadA2-catB3/1492 n.a. No C

SB11 A. allosaccharophila AM, CF, KAN IntI apha15-catB3/1426 qacED1-sulI Yes C

SA1 A. veronii AM, SXT, NF, CF, IntI addA2/791 qacED1-sulI Yes C

SA8 A. hydrophila AM, NF, CF, IntI aadA2/791 qacED1-sulI No C

SB5 A. veronii AM, SXT, IntI aadA2/791 qacED1-sulI No C

SB15 A. salmonicida AM, CL, CF, KAN IntI aadA2/791 n.a. Yes P

SA9 A. salmonicida AM, SXT, GE, LEV, NF, CL,
CF

IntI Empty integrona/150 qacED1-sulI Yes P

SA15 A. sobria AM, AK, SXT, FEP, CL,
KAN

IntI Empty integrona/150 qacED1-sulI Yes P

SB6 A. veronii AM, SXT, CF IntI Empty integrona/150 qacED1-sulI No C

SB10 A. hydrophila AM IntI Empty integrona n.a. Yes P

SC4 A. allosaccharophila AM, CF, KAN IntI Empty integrona/150 qacED1-sulI No C

AM ampicillin, AK amikacin, SXT sulfamethoxazole/trimethoprim, GE gentamicin, LEV levofloxacin, NF nitrofurantoin, FEP cefepime, CRO
ceftriaxone, CL chloramphenicol, CF cephalothin, KAN kanamycin, NA nalidixic acid, C chromosomal, P plasmid, n.a. not amplifiable by
conventional PCR
a Empty integron = arrangement was not detected by conventional PCR
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[14, 35]. Over 100 different antibiotic resistance cassettes

have been identified in integrons Class 1 in strains of the
Enterobacteriaceae and Aaeromonadaceae [4]. The

emergence and dissemination of antimicrobial resistance is

considered a public health problem where genetic ele-
ments, such as plasmids, transposons, and integrons, play

an important role. The incidence and prevalence of multi-

resistant strains of Aeromonas in fish for human con-
sumption is seen as a potential risk for infection. The

search for genetic elements associated with resistance to
antibiotics is consequently of great importance.
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6 Conclusiones 
 

v Se identificaron cepas de Aeromonas de las especies A. hydrophyla, A.veronii, 

A.salmonicida, A.media, A.sobria, A.allosaccharophila, A.caviae, A.punctata. 

v Se detectaron 11 cepas portadoras de integrones completos, 3 con integrones 

incompletos y 4 con integrones vacíos. 

v Hay 14 Integrones localizados en el genoma bacteriano y 4 integrones 

localizados en plásmido. 

v Se identificó por primera vez el cassette linF, codificante de una lincosamida 

nucleotifdil transferasa. 
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7 Recomendaciones 
 

 

Este proyecto es el  principio a otros estudios que involucren la evaluación de la 

susceptibilidad de estas cepas a otros antibióticos, búsqueda de nuevas fuentes para 

la identificación de integrones y encontrar nuevos cassettes.  
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