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RESUMEN
Se han descrito aislados de  Vibrio cholerae  resistentes a 
una amplia variedad de antibióticos. En Venezuela, duran-
te el brote de cólera ocurrido entre noviembre de 1998 y 
enero 2000 fueron reportados por primera vez aislados de 
V. cholerae O1 resistentes a ampicilina, trimetoprim-sul-
fametoxazole. Usando experimentos de conjugación se 
determinó la capacidad de transferir los determinantes de 
resistencia a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazole en 
11 aislados. La visualización de plásmidos se realizó uti-
lizando la digestión con nucleasa S1 y electroforesis en 
campo pulsante. La presencia de integrones de clase 1 
fue establecida por PCR y se obtuvo la secuencia  de  la 
región variable del integrón. Los determinantes de resis-
tencia fueron transferidos en un plásmido conjugativo de 
aproximadamente 170 kbp, común a todos los aislados. La 
resistencia a trimetoprim esta codificada en el gen dfra15, 
el cual se encuentra en un integrón clase 1 presente en el 
plásmido. En este estudio, se caracterizó la localización 
genética de los determinantes que codifican la resistencia 
a los antibióticos, y al conocer el mecanismo probable de 
dispersión de los determinantes de resistencia se podrán 
implementar medidas de control más adecuadas.   
Palabras clave: Cólera, Vibrio cholerae, resistencia a an-
tibióticos, Plásmido, Integrón Clase 1, Trimetoprim, dfra15

ABSTRACT
Vibrio cholerae has been reported to be resistant to a wide 
range of antibiotics. V. Cholerae O1 strains resistant to 
ampicillin, trimethoprim-sulfamethoxazole were isolated 
for the first time in Venezuela during a cholera outbreak 
that occurred between November 1998 and January 2000. 
Using conjugation experiments, the capacity of transfer of 
the resistance determinants in 11 strains resistant to ampi-
cillin and trimethoprim-sulfamethoxazole was investigated. 
Plasmid analysis was done by S1 nuclease digestion and 
pulsed field gel electrophoresis. The presence of class 1 
integrons was determined by PCR and the sequence of 
the gene harbored in the variable region of the integron 
was obtained. The antibiotic resistance determinants were 
transferred by a conjugative plasmid of approximately 170 
kbp, common to all the isolates. Resistance to trimethoprim 
is encoded by the dfra15 gene that is harbored by a class 
1 integron present in the plasmid. In this study, the genetic 
location of the determinants that code for resistance to an-
tibiotics was characterized, and knowing the probable me-
chanism of dispersion of the determinants of resistance, 
control measures can be implemented most appropriate
Key words: Cholera, Vibrio cholerae, resistance to anti-
biotics, Plasmid, Class 1 integron, Trimethoprim, dfra15
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INTRODUCCIÓN
El cólera es una enfermedad infecciosa aguda 

epidémica que es  causada por Vibrio cholerae de los 
serogroupos O1 y O139. Desde el inicio de la séptima 
pandemia de cólera de Latinoamérica (1), se han produ-
cido tres brotes epidémicos en Venezuela. La resisten-
cia de V. cholerae a una amplia variedad de antibióticos 
se ha reportado en varios países. Sin embargo, en Ve-
nezuela, aislados resistentes a ampicilina, trimetoprim 
y sulfametoxazole fueron reportados por primera vez 
durante el tercer brote de cólera ocurrido entre 1998 
y 2000 (2). Este reporte es de gran importancia para el 
manejo de salud pública, en virtud que la emergencia 
de la resistencia a múltiples drogas es un problema clí-
nico severo y en aumento, que limita tanto el tratamien-
to como la contención del cólera, tal como se observó 
por el incremento de la tasa de mortalidad desde 1% a 
5,3% durante la epidemia de cólera en Guinea-Bissau 
entre 1996 y 1997 (3).

Desde la introducción de los antibióticos para el 
tratamiento de las enfermedades infecciosas, la re-
sistencia a estos fármacos se ha diseminado dramá-
ticamente entre las bacterias patógenas. El principal 
mecanismo involucrado en esta diseminación es la 
movilización horizontal de material genético entre los 
distintos géneros y especies bacterianas.  En V. chole-

rae, los determinantes de resistencia se han reportado 
principalmente asociados con plásmidos auto-transfe-
ribles (3-5). 

Los integrones son elementicos genéticos que 
también se han reportado como promotores de la di-
seminación de los mecanismos de resistencia. Se han 
identificado una variedad de integrones de acuerdo 
con la integrasa que codifican. Los integrones de clase 
1 contienen, aparte del gen de la integrasa (intI), el sitio 
attL, en el cual el casete genético se inserta mediante 
mecanismos de recombinación específica de sitio, ade-
más de portar una secuencia promotora que permite 
la expresión del gen insertado (6). Dentro de la estruc-
tura del integrón clase 1 se han descrito dos regiones 
conservadas, el segmento conservado  5’ (5’-CS)  y el 
segmento conservado 3´ (3’-CS). Estos dos elementos 
delimitan la región variable que porta los genes inser-
tados que usualmente codifican para determinantes de 
la resistencia a los antibióticos (7).

Los integrones de clase 1 están ampliamente dis-
tribuidos en las cepas de V. cholerae multirresistentes. 
Dalsgaard y col., reportaron que aislados de V. cho-

lerae O1 resistentes a sulfonamidas y estreptomicina 
obtenidos en Vietnam después de 1990, portaban un 
integrón clase 1 (3). En un estudio posterior, los mismos 
autores, reportaron la existencia de diversos integro-
nes clase 1 en aislados clínicos y ambientales de V. 

cholerae no-O1/no-O139, los cuales portaban los ca-
setes génicos aadB, aadA2, blaP1, dfrA1 and dfrA15 
(8). Falbo y col., demostraron la existencia de integrones 
de clase 1 localizados en el cromosoma de aislados de 
V cholerae O1 que contenían el casete génico aadA1  
(9). Posteriormente, la presencia de los casetes génicos 
dfrA5 y dfrA12, aac(6’)-Ib y ereA2 fueron reportados 
por primera vez en un integrón de clase 1 en aislados 
de V. cholerae no O1/no O139 obtenidos en la India 
(10). Más aún, el cambio en el patrón de sensibilidad de 
los aislados de V. cholerae O1 en Laos desde 1993 al 
2000 fue atribuido a la presencia de un integrón de cla-
se 1 que portaba el casete génico aadA1 (11). 

A partir de 1992, otro elemento genético, conju-
gativo e integrado al cromosoma (ICE), asociado con 
la diseminación de determinantes de resistencia a los 
antimicrobianos fue descrito en V. cholerae. Este ele-
mento fue reportado por primera vez en  V. cholerae 

O139, una nueva cepa epidémica que emergió en el 
sub-continente indio, la cual desplazó a V. cholerae 

O1 El Tor como la principal causa de cólera por apro-
ximadamente seis meses. Este elemento es capaz de 
auto-transferirse por conjugación y porta los determi-
nantes de resistencia para trimetoprim, estreptomicina, 
sulfametoxazole y cloranfenicol (12). El gen int que se 
encuentra en el extremo 5’ del elemento codifica una 
integrasa que permite su transferencia (13). V. cholerae 

O1 El Tor re-emergió como la cepa dominante, pero 
mostraba la resistencia a trimetoprim, sulfametoxazole 
y estreptomicina, a través de la adquisición del elemen-
to ICE (14). Desde 1994, ICE ha sido reportado en aisla-
mientos de V. cholerae O1 en Mozambique, Suráfrica 
(15) y Laos (11). 

En Venezuela no se han hecho reportes de la pre-
sencia de plásmidos, integrones o elementos ICE en 
aislados de V. cholerae. El objetivo de este estudio fue 
determinar la presencia de estos elementos en 11 ais-
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lados de V. cholerae O1, obtenidos durante el brote de 
cólera ocurrido en Venezuela desde 1998 hasta 2000, 
y su asociación con la aparición de la multirresistencia.  

MATERIALES Y MÉTODOS
Aislados Bacterianos. Se utilizaron once aisla-

dos de Vibrio cholerae O1 biotipo El Tor representati-
vos de los aislados obtenidos de pacientes durante el 
brote  de cólera ocurrido desde 1998 a 2000 (Tabla 1). 
Los aislados están depositados en el Departamento de 
Bacteriología del Instituto Nacional de Higiene “Rafael 
Rangel”, Caracas. Los aislados bacterianos fueron al-
macenados a -80 ºC en caldo tripticasa de soya (Difco 
Laboratories, Detroit, Michigan, USA) que contenían 
20% (vol/vol) de glicerol. La resistencia de los aislados 
a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxazole fue confir-
mada luego de la recuperación por el método de Bauer 
et al. (16). Los discos de antibióticos utilizados fueron 
ampicilina (AM) (10 ug) y trimetoprim-sulfametoxazol 
(TMP) (25 ug), las cepas fueron clasificadas como re-
sistentes según los criterios interpretativos recomenda-
dos por el Instituto de Estándares Clínicos y de Labo-
ratorio (17).

Las otras cepas empleadas en el estudio fueron: 
V. cholerae O139 (amablemente donada por la Dra. 
Dos Praceres, Instituto FioCruz, Río de Janeiro, Brasil) 
como control positivo del elemento ICE; E. coli K12-J56 
(amablemente donada por el Centro Venezolano de 
Colecciones de Microorganismos, Caracas, Venezue-
la) como cepa receptora en los experimentos de conju-
gación; y E. coli TM7 (amablemente donada por la Dra. 
Militza Guzmán,  Universidad de Oriente,  Venezuela) 
como control positivo para la presencia de integrones 
clase 1. 

Transferencia de la Resistencia a Antibióticos. 
Cada aislado de V. cholerae O1 y E. coli transconju-
gante fue probado para la  resistencia a los antibió-
ticos (Sigma-Aldrich CO, St. Luis, USA). Se utilizó la 
cepa resistente a rifampicina Escherichia coli K12-J56 
(F-, lac+,RIFR) como receptora en los experimentos de 
conjugación para los aislados de V. cholerae O1. Los 
experimentos de conjugación fueron realizados me-
diante la mezcla de aislados donantes y receptora en 
una relación 1:5 en caldo  Luria Bertani (LB), y fueron 
incubados sobre un filtro de Millipore en placas no se-

lectivas de agar LB a 37oC por toda la noche. Luego de 
la conjugación, las bacterias fueron sembradas en agar 
MacConkey selectivo que contenía los antibióticos 
apropiados. La frecuencia de transferencia fue expre-
sada como el número de células receptoras resistentes 
por célula donante en la mezcla de conjugación

Análisis de Plásmidos. La visualización de plás-
midos en los aislados de  V. cholerae y en las  E. coli 

transconjugantes se realizó utilizando el método de nu-
cleasa S1 y electroforesis de campo eléctrico pulsante 
(PFGE-S1) (18). 

Pruebas de PCR.  La amplificación de los genes 
en estudio se realizó mediante PCR utilizando un lisado 
bacteriano como fuente de  ADN molde. En resumen, 
las células bacterianas se crecieron en 5 ml de caldo 
infusión corazón  (Difco Laboratories, Detroit, Michi-
gan, USA) durante la noche. Posteriormente, 1 ml de 
las células bacterianas fueron recolectadas por centri-
fugación. El sedimento bacteriano fue resuspendido en 
1000 µl de agua destilada estéril y hervido por 10 min 
a 95oC. Posterior a la lisis, los restos celulares fueron 
removidos por centrifugación y el sobrenadante que 
contiene el templado de  ADN fue almacenado -20oC 
hasta su uso. Para cada PCR se utilizaron 2 µl de este 
ADN molde. Los cebadores utilizados se indican en la 
Tabla 2 (Invitrogen, Life Technologies, USA). Las prue-
bas de PCR fueron realizadas utilizando condiciones 
de reacción estándares en un volumen total de 25 µl. 
Adicionalmente, en cada corrida de PCR se incluyeron 
controles positivos y negativos. Los productos amplifi-
cados fueron visualizados mediante electroforesis en 
gel de agarosa en 40 mM Tris-[2] Acetate, 1 mM EDTA.

Detección de ICE.  La búsqueda de la presencia 
del elemento ICE se realizó utilizando los cebadores 
descritos previamente que producen un fragmento de 
592 bp de la integrasa (Tabla 2) (18). La detección de los 
genes presentes en  ICE que confieren resistencia a 
trimetoprim-sulfametoxazole se realizó mediante PCR 
usando cebadores descritos previamente (Tabla 2) (19). 

Detección  de integrones clase 1 por PCR.  To-
dos los aislados fueron probados para detectar la pre-
sencia de integrones clase 1 mediante el uso de inicia-
dores que delimitan las regiones conservadas 3´ y 5’ de 
estas estructuras (Tabla 2) (20). La prueba fue realizada 
tal como se describió previamente (20), con ligeras mo-
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dificaciones, para permitir que se obtuvieran productos 
de amplificación mayores de 1.000 pb, aumentando el 
tiempo de extensión en cada ciclo de amplificación a 3 
minutos.

Obtención de la secuencia nucleotídica de los 
genes de resistencia. Con el fin de discriminar si los 
distintos aislamientos portan casetes génicos idénticos, 
los productos de PCR del mismo tamaño fueron anali-
zados utilizando PCR-RFLP con una variedad de endo-
nucleasas (resultados no mostrados). Posteriormente, 
los productos de PCR fueron purificados por el sistema 
Wizard SV Gel and PCR Clean-Up Sistem (Promega, 
USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Fi-
nalmente se eluyó el ADN purificado, se guardó en un 
tubo de micro centrífuga estéril y se conservó a –20 ºC 
hasta su uso. La secuencia nucleotídica fue determi-
nada en la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses 
(UEGF) del IVIC,  Caracas, Venezuela, utilizando un 
secuenciador de ácidos nucléicos Perkin-Elmer mo-
delo ABI PRISMTM 377, usando protocolos estándares 
de secuenciación. La secuencia de nucleótidos de los 
productos fueron revisados con el programa Chromas 
Lite 2.01 (http://www.technelysium.com.au) para deter-
minar la calidad de la secuencia según el tamaño y su-
perposición de los picos de señal obtenidos. Una vez 
que se determinó aquellas secuencias con la calidad 
suficiente para ser analizadas, se determinó las coinci-
dencias nucleotídicas entre ellas mediante el programa 
CLUSTALW2 Multiple Sequences Aligment (http://www.
ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Posteriormente, se uti-
lizó el programa BioEdit (http://www.mcbio.ncsu.edu/
bioedit/bioedit.html) para determinar la similitud entre 
las secuencias obtenidas y descartar posibles errores 
de lectura. Para analizar la identidad de la secuencia 
consenso se realizó la comparación con el banco de 
genes (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 
utilizando el software BLAST (21).

RESULTADOS
La fecha, el lugar de obtención y el patrón de re-

sistencia a los antibióticos de los aislados de V. cho-

lerae utilizados en el presente estudio se muestran 
en la tabla 1. El patrón de resistencia corresponde a 
lo reportado previamente (2). Todos los aislados, aun-
que se obtuvieron de diferentes localidades y fechas 
durante el brote, mostraron antibiogramas idénticos. 

Tomando en consideración que la resistencia a las 
drogas se asocia con elementos genéticos móviles, 
realizamos experimentos para demostrar la movilidad 
de los determinantes de resistencia. Los experimentos 
de conjugación entre los aislados V. cholerae y E. coli 
K-12 mostraron crecimiento de transconjugantes con 
un promedio de frecuencia de 7 x 10-5 transconjugantes 
por donante  utilizando como marcador de transferen-
cia la ampicilina (AMP) y 9 x 10-5  transconjugantes por 
donante  al utilizar como marcador trimetoprim-sulfa-
metoxazole (TMP-SUL) (Tabla 1). Todas las bacterias 
transconjugantes exhibieron antibiogramas idénticos, 
demostrando la co-transferencia de la resistencia a los 
antibióticos. 

El análisis del contenido de los plásmidos utilizan-
do PFGE-S1 demostró que cada aislado de V. chole-

rae  contiene un plásmido grande, de aproximadamen-
te 170 kbp (Figura 1). El análisis del contenido de los 
plásmidos en las transconjugantes demostró que el 
plásmido de 170 kbp había sido transferido a la cepa 
receptora (Figura 1). Estos resultados sugieren la pre-
sencia de un plásmido conjugativo común, que porta 
los determinantes de resistencia.   

Tomando en consideración que se ha reportado 
que las cepas de V. cholerae que portan el elemento 
ICE son resistentes a trimetoprim y sulfametoxazole, 
investigamos si la resistencia a este antibiótico en los 
aislados clínicos obtenidos durante el brote de cólera 
de Venezuela en el periodo 1998-2000 podría deberse 
a la presencia de este elemento. Todos los aislados de 
V. cholerae resultaron negativos para la búsqueda del 
gen int, que codifica para la integrasa específica del 
elemento ICE. Más aún, los aislados también resulta-
ron negativos para la búsqueda de los genes dfrA18 
y sulII los cuales codifican la resistencia a trimetoprim 
y sulfametoxazole, respectivamente, y que están con-
tenidos en el elemento ICE. Estos resultados indican 
que el elemento no estaba presente en los aislados ob-
tenidos en Venezuela, y por lo tanto debe ser un tipo 
diferente de genes, cuyos productos confieren la resis-
tencia a  trimetoprim y sulfametoxazole, y que debería 
estar en el plásmido transferido por conjugación.

Teniendo en cuenta que la mayoría de las cepas 
que son resistentes a los antibióticos contienen inte-
grones, examinamos los aislados para la presencia de 
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estos elementos. Todos los aislados bacterianos anali-
zados, tanto V. cholerae como E. coli transconjugantes, 
contienen un integrón de clase 1. El producto obtenido 
por PCR tiene un tamaño de 750-800 pb (resultados 
no mostrados). Todos los amplicones obtenidos mos-
traron el mismo patrón de restricción con las enzimas 
ensayadas (resultados no mostrados). El análisis de 
la secuencia nucleotídica del producto de amplifica-
ción reveló que contenía un marco abierto de lectura, 
flanqueado por el sito de recombinación específico de 
integrón de clase 1, y la secuencia conservada de la 
porción terminal 3´con el elemento de 59-bases, sugi-
riendo la presencia de un casete génico insertado en 
la región variable del integrón de clase 1 (Figura 2). La 
secuencia del casete génico tuvo un similitud del 100% 
al gen dfrA15  el cual codifica la resistencia a TMP (22).

DISCUSIÓN
El brote de cólera ocurrido en Venezuela en 1998-

2000 fue causado por aislados de Vibrio cholerae O1 El 
Tor resistentes a ampicilina y trimetoprim-sulfametoxa-
zole, en contraste con el patrón de sensibilidad respon-
sable por los brotes anteriores (2). En este estudio, los 
experimentos de conjugación demostraron que todos 
los aislados ensayados fueron capaces de transferir 
los determinantes que codifican las proteínas respon-
sables para la resistencia a los antibióticos a la cepa 
receptora  E. coli, con una frecuencia comparable con 
lo reportado anteriormente (23). 

La co-transferencia de la resistencia a trimeto-
prim-sulfametoxazole y ampicilina desde la cepa epi-
démica de V. cholerae O1 a la cepa receptora, indica 
que los genes que confieren la resistencia a estos anti-
bióticos pueden estar contenidos en un único elemento 
genético, o en elementos separados que se transfieren 
de manera simultánea. Se ha reportado que el elemen-
to ICE como responsable para la resistencia a cloranfe-
nicol, estreptomicina, sulfametoxazole y trimetoprim en 
V. cholerae O139 y O1 en el sub-continente Indio (9-11). 
Debido a que los aislados de V. cholerae O1 durante 
el brote 1998-2000 en Venezuela fueron resistentes a 
sulfametoxazole y trimetoprim, fueron analizados para 
la búsqueda del elemento ICE. Sin embargo, nuestros 
resultados mostraron que la resistencia a los antibióti-

cos observada en los aislados analizados no fue debi-
da a la presencia de un elemento ICE convencional.  

El análisis de plásmidos en los aislados en estu-
dio y sus transconjugantes permitió la detección de un 
plásmido transferible de aproximadamente 170 kbp. 
Se ha reportado la presencia de plásmidos con pesos 
moleculares desde 54  a 150 kbp en aislados de V. cho-

lerae O1 y  no O1/no O139 obtenidos en Asia, África, 
Europa y Suramérica, con predominio de un elemento 
de 150 kbp (10). 

La secuencia de nucleótidos de la región variable 
incluido en el integrón clase 1 demostró la presencia 
del casete génico dfrA15, que codifica para una dihi-
drofolato reductasa tipo 15, que confiere resistencia 
a trimetoprim. Este gen fue descrito por primera vez 
contenido en un intregón de clase 1 presente en un 
plásmido en una cepa entérica comensal de E. coli en 
Suráfrica y confiere alta resistencia a trimetoprim (22). El 
casete génico dfrA15 ha sido detectado anteriormente 
en varias cepas de V. cholerae aisladas de Tailandia y 
Angola (24). Sin embargo, este es el primer reporte de 
este gen en un aislado de V. cholerae  causante de 
infección en humanos en Venezuela. 

Sulfonamidas y trimetoprim son antibióticos eco-
nómicos que tienen efecto sinergístico y que se usan 
combinados para una amplia variedad de infecciones 
bacterianas. En Venezuela, la existencia y disemina-
ción de casetes génicos de resistencia a trimetoprim 
es particularmente preocupante, pues trimetoprim-sul-
fametoxazole es el tratamiento habitual para la diarrea 
tanto en niños como en mujeres embarazadas. Nues-
tros resultados sugieren que la diseminación de genes 
de resistencia a trimetoprim entre aislados clínicos es 
probablemente mediada por integrones contenidos en 
plásmidos móviles. Más aún, el uso combinado de es-
tos antibióticos podría jugar un papel importante en la 
adquisición y mantenimiento de los casetes génicos de 
resistencia a trimetoprim, producto de la selección de 
integrones de clase 1 que portan el gen sulI. 

El determinante de resistencia a ampicilina no está 
asociado al integrón clase 1 detectado. La resistencia 
a ampicilina fue transferida por conjugación, sugiriendo 
su posible localización en el plásmido conjugativo de 
170 kb mostrado o en algún otro elemento  movilizable 
no detectado en este estudio.
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Nuestros resultados confirman que la multirresis-
tencia a los antibióticos observada en aislados de V. 

cholerae O1 El Tor Inaba responsable del brote de có-
lera entre 1998 a 2000 en Venezuela está codificada 
en un elemento transferible que es capaz de disemi-
narse de diferentes maneras. Esta información es de 
vital importancia para el establecimiento de políticas 
públicas necesarias para instaurar las medidas de con-
trol a tomar en caso de futuros brotes. Estudios futuros 
deberán establecer si la cepa de V. cholerae O1 multi-
rresistente provino de países vecinos, o fue una cepa 
local que adquirió los determinantes de resistencia por 
transferencia horizontal a partir de otras bacterias pre-
sentes en Venezuela, que comparten el mismo hábitat. 
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Tabla 1. Aislados de V. cholerae O1 utilizados, antibiograma y frecuencia de transferencia 
por conjugación  

Fecha y lugar de aislamiento Aislado
Perfil de 

resistencia

Frecuencia de 
transferencia  

(AMP)

Frecuencia de 
transferencia

(TMP-SUL)

Noviembre 1998
Delta Amacuro 
(Pedernales)

54990 AMP, TMP-SUL 6,1 x 10-6 1,6 x 10-4

Enero 1999
Delta Amacuro 
(Pedernales)

55037 AMP, TMP-SUL 3,1 x 10-4 7,5 x 10-4

Enero 1999
Delta Amacuro 
(Pedernales)

55315 AMP, TMP-SUL 8,3 x 10-3 2,3 x 10-4

Agosto 1999
Nueva Esparta 
(Salamanca)

57872 AMP, TMP-SUL 7,2 x 10-5 1,2 x 10-4

Agosto 1999
Nueva Esparta 
(Salamanca)

57874 AMP, TMP-SUL 3,5 x 10-5 6,3 x 10-5

Agosto 1999
Nueva Esparta 
(Salamanca)

57875 AMP, TMP-SUL 5,8 x 10-3 3,4 x 10-3

Agosto 1999
Nueva Esparta 
(Salamanca)

57881 AMP, TMP-SUL 6,6 x 10-3 7,2 x 10-3

Noviembre 1999 Monagas (Maturín) 58705 AMP, TMP-SUL 1,5 x 10-5 1,1 x 10-5

Diciembre 1999 Monagas (Maturín) 60003 AMP, TMP-SUL 8,6 x 10-3 8,6 x 10-6

Diciembre 1999
Miranda (Ocumare 
del Tuy)

58852 AMP, TMP-SUL 4,0 x 10-5 3,4 x 10-5

Enero 2000 Caracas (El Valle) 59195 AMP, TMP-SUL 2,1 x 10-4 4,8 x 10-4

AMP, ampicilina; TMP-SUL, trimetoprim-sulfametoxazole  
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Tabla 2.  Cebadores para la PCR utilizados en este estudio.

Cebador
Secuencia 

(5’ – 3’) 
Gen diana 

Tamaño del amplificado 
(bp) Referencia

INT1 GCT GGA TAG GTT AAG GGC GG int 569 18
INT2 CTC TAT GGG CAC TGT CCA CAT TG

SUL2-F AGG GGG CAG ATG TGA TCG AC sulII 625 18
SUL2-B TGT GCG GAT GAA GTC AGC TCC

TMP-F TGG GTA AGA CAC TCG TCA TGG G dfrA18 388 18
TMP-B ACT GCC GTT TTC GAT AAT GTG G

5´CS GGC ATC CAA GCA GCA AG 5’-CS Variable 19
3´CS AAG CAG ACT TCA CCT GA 3’CS 

Figura 1. Electroforesis en campo eléctrico pulsante con nucleasa S1; (A) V. cholerae 55315; 
(B) E. coli transconjugante T-55315; (M) Marcador de peso molecular concatámeros del fago λ 

desde 48,5 a 970 kb; kb, Kilopares de bases.
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Figura 2. Secuencia “consenso” del elemento móvil insertado en el integrón clase 1. Los números a 
los lados indican el número de nucleótido de inicio y culminación. Del nucleótido 1 a 97 es la región con-
servada 5´, que incluye del nucleótido 1 al 17, anclaje del iniciador 5´CS, se distingue incluido en el rec-
tángulo. Del nucleótido 98 al 683 se encuentra el casete génico dfrA15. Del nucleótido 133 al 591 el gen 

drfA15. El codón de inicio ATG subrayado y resaltado en amarillo. Del nucleótido 586 al 683 se encuentra 
el elemento de 59-bases. Del nucleótido 684 al 739 la región conservada 3´, que incluye del nucleótido 

725 al 738, anclaje del iniciador 3´CS, se distingue incluido en el rectángulo. Las posiciones de los sitios 
de restricción de la enzima HaeIII (posiciones 173, 252 y 528), se indican subrayadas y resaltadas en rojo. 
Las posiciones de los sitios de restricción de la enzima HhaI (posiciones 22, 369 y 658) se indican subra-

yadas y resaltadas en verde.


