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Caracterizacion molecular y deteccion de genes bla .y
grupos 1y 9 en Klebsiella pneumoniae resistentes a ceftazidima,
en un hospital de San José de Clcuta, Colombia

Fabian Galvis S." y Laura Moreno R.?

Molecular characterization and detection of genes bla.,y,, groups 1 and 9
in Klebsiella pneumoniae resistant to ceftazidime, in a hospital
in San José de Cucuta, Colombia

Background: The expression of CTX-M B-lactamases belonging to groups 1 and 9 in Klebsiella pneumoniae
produces high levels of resistance to ceftazidime, and they have a wide distribution worldwide. Aim: To identify
and characterize the blacy ,-Groupl and blay ~Group9 genes in K. pneumoniae isolates resistant to ceftazidime
in a hospital in San José de Cucuta, Colombia. Material and Methods: Primers were designed for the identification
of K. pneumoniae and bla ., genes by PCR. Subsequently, the genetic relationship of these isolates was analyzed
by REP-PCR. Results: A 38% of the 24 isolates identified by PCR as K. pneumoniae showed blaqrx y5- blacryais
y blacix s, genes (Group CTX-M-1) and 42% blacry s Dlacrxnas Y blacrxas, genes (Group CTX-M-9). The
phylogenetic analysis grouped the K. pneumoniae isolates into 4 clusters, showing correlation in clusters I, II
and IV, when comparing the genetic profiles with the type of sample and group of genes. Discussion: We found
a similar frequency of bla .y -Group 1 and bla.y\,-Group 9 genes in isolates of K. pneumoniae resistant to
ceftazidime. The correlation between the REP-PCR with the CTX-M groups and the type of sample revealed the

presence of three clonal patterns.
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Introduccion

lebsiella pneumoniae presenta un incremento
B considerable como agente causal de infecciones
intrahospitalarias de dificil tratamiento, con
afectacion muy variada: tracto urinario, pulmones, tejidos
blandos, drea quirtrgica y sepsis; también se ha reportado
un aumento en la prevalencia de K. pneumoniae resistente
a antimicrobianos, entre ellos a cefalosporinas de tercera
generacion, provocando estancias hospitalarias prolon-
gadas y una tasa de mortalidad de 27,3%".

Los PB-lactamicos, que incluyen las penicilinas,
cefalosporinas, cefamicinas, carbapenems y monobac-
tamicos, es un grupo de antimicrobianos utilizados para
el tratamiento de las infecciones bacterianas, debido a su
baja toxicidad y a su amplio espectro. La produccion de
enzimas B-lactamasas de espectro extendido (BLEE), que
son capaces de inactivar a las cefalosporinas de espectro
extendido como ceftazidima (CAZ), cefotaxima, ceftria-
xona y aztreonam, han contribuido significativamente
al aumento de la resistencia hacia los antibacterianos
B-lactamicos. La diseminacion de los genes que codifican

para estas enzimas representa un problema de magnitud
global, con altas tasas de produccién de BLEE en algu-
nas especies de enterobacterias como K. pneumoniae 'y
Escherichia coli'*.

Las BLEE se clasifican en tres tipos principales: TEM,
SHV y CTX-M, donde las TEM provienen de las cléasicas
TEM-1y TEM-2 contenidas en plasmidos; las SHV tienen
origen cromosomico, mientras las CTX-M, de historia
evolutiva distinta, presentan una actividad BLEE intrin-
seca movilizada desde su predecesora cromos6mica en
Kluyvera sp., y son las BLEE de mayor reporte mundial,
predominando en agentes de infecciones nosocomiales
como son E. coli y Klebsiella spp’.

Los microorganismos productores de B-lactamasas
CTX-M son generalmente resistentes a la mayoria de
los antibacterianos, incluidos penicilinas, cefalosporinas
de espectro estrecho y oxyimino-cefalosporinas (CAZ,
cefotaxima, ceftriaxona y cefepima)®’.

La familia de las enzimas CTX-M se agrupa en base
a las similitudes en las secuencias de aminoacidos en
cuatro arboles filogenéticos principales: el grupo CTX-
M-1(CTX-M-10MEN-1, CTX-M-3, CTX-M-10, CTX-
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M-12, CTX-M-15y ahora CTXM-32), el grupo CTX-M-2
(CTX-M-2, CTX-M-4, CTX-M- 5, CTX-M-6, CTX-M-7,
CTX-20 y Toho-1), el grupo CTX-M-8'y el grupo CTX-
M-9 (CTX-M-9, CTX-M -13, CTXM-14, CTX-M-16,
CTX-M-17, CTX-M-18, CTX-M-19, CTX-M-21, CTX-
M-24, CTX-M-27 y Toho-2)%°. Las enzimas CTX-M-3,
CTX-M-15 y CTX-M-32 del grupo CTX-M-1, y las
enzimas CTX-M-14, CTX-M-24 y CTX-M-27 del grupo
CTX-M-9 estan asociadas con la hidrolisis de CAZ!*!!,

Las concentraciones inhibitorias minimas (CIMs) de
CAZ son altas, pero en el rango susceptible. Sin embargo,
las enzimas CTX-M-15, CTX-M-16 y CTX-M-27, que
albergan la sustitucion Asp240Gly, confieren grados hasta
ocho veces mas altos de resistencia a CAZ, comparadas
con sus enzimas parentales CTX-M-3, CTX-M-9y CTX-
M14, respectivamente®.

Las técnicas moleculares de tipificacion de aislados de
K. pneumoniae se diferencian de las técnicas fenotipicas
porque pueden aplicarse a un mayor niimero de especies
microbianas, tienen mayor poder de tipificacion, son mas
reproducibles y tienen mayor poder de discriminacion.
Los principales métodos de tipificacion molecular son el
analisis de perfil plasmidico, el ribotipado, el analisis de
endonucleasas de restriccion de fragmentos, la tipifica-
cion multilocus de secuencias (MLST), la electroforesis
en geles de campo pulsado (PFGE) y la reaccion de
polimerasa en cadena basada en secuencias repetitivas
(RPC-REP). El interés de estas técnicas radica en su
capacidad para establecer la relacion genética (clonalidad)
que existe entre aislados implicados en un brote, ademas
de ser herramientas muy utiles para confirmar la fuente
de infeccion o reservorio'.

Actualmente, no existen trabajos reportados en la
region nor-oriental de Colombia sobre la caracterizacion
molecular de genes bla .y, en aislados de K. pneumoniae
resistentes a CAZ. Con el fin de contribuir al conocimiento
de estas caracteristicas, en este trabajo se identificaron
los genes blary., pertenecientes a los grupos 1y 9, en
aislados de K. pneumoniae. Ademas, se realizo un analisis
de larelacion genética de estos aislados utilizando (RPC-
REP) como método de tipificacion molecular.

Materiales y Métodos

Muestreo

Durante un periodo de cuatro meses se recolectaron 24
aislados de K. pneumoniae resistentes a CAZ identificados
con el sistema automatizado Vitek 2 Compact de BioM¢-
rieux®. Los aislados procedian de muestras biologicas,
correspondientes a muestras de orina (n: 9), muestras
de sangre (n: 3), muestras de secrecion bronquial (n: 6),
muestras de ulceras de piel (n: 3) y una muestra de cada
una de: liquido biliar, secrecion de traquea y secrecion de
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abdomen. Las muestras provenian de pacientes atendidos
en el Hospital Universitario Erasmo Meoz, Cticuta, Norte
de Santander, Colombia. La cantidad de muestras y area
de recoleccion fueron: 7 en consulta externa (CE), 9 en
urgencias (U), 4 en medicina interna (MI), 3 en UCI
adultos (UCIA) y 1 en pediatria (P).

Reaccion de polimerasa en cadena para la
identificacion de K. pneumoniae y deteccion de
genes bla ., . relacionados con la resistencia a
CAZ

El ADN de los aislados y el control positivo se obtuvo
con el kit UltraClean® Microbial DNA Isolation de la casa
comercial MoBio. En la identificacion molecular de K.
pneumoniae se disefiaron partidores especificos para el
gen fes que expresa la proteina enteroquelina esterasa
(Tabla 1). Para la identificacion de los genes blay 35
blacrxiss blacrxaas (Grupo CTX-M-1) y blacixris
blacrsaz Y blacrx .y (Grupo CTX-M-9) relacionados
con la resistencia a CAZ%!%1314 ge disefiaron dos pares
de partidores empleando herramientas de bioinformatica
(Tabla 1). El volumen final de la mezcla para la RPC fue
de 25 pl, utilizando la enzima Tag polimerasa NZY Tag de
la casa comercial Nzytech, 1 uM de cada partidor y 2 pl
de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron: 95°C
por 5 min para la desnaturalizacion inicial, seguida de 30
ciclos de 95°C por 1 min, 60°C (fes) o 58°C (blacrxm)
por 30 sy 72°C por 1 min, y una extension final a 72°C
por 5 min. Los productos de la RPC se visualizaron en
geles de agarosa al 1% tefiidos con Red Safe de la casa
comercial iNtRON Biotechnology.

Numero de acceso a la secuencia de nucleotidos
Para el disefio de partidores para la identificacion de
K. pneumoniae y genes de los grupos 1y 9 de CTX-M,
mediante herramientas de bioinformatica se utilizaron los
siguientes nimeros de acceso de las secuencias de nucleo-
tidos de GenBank: CP026585.1 (gen fes), NC 010870

Tabla 1. Partidores disenados para la identificacion de Klebsiella pneumoniae y genes
bla_, ., relacionados con la resistencia a CAZ mediante PCR
Gen Partidores Producto (pb)
fes KlebP_R GCTGCAACGTCTCCCCGGGA
KlebP_F GCTGTGTTGTGGTGAGTTG

Grupo 1 blag,,.,  CTXM_F1 ATGTGCAGCACCAGTAAAG

blaCTXrM—WS

blasn s CTX-M_R1 ACCAGAATC AGCGGCGCACG
Grupo 9 blagy,,..  CTXM_F2 ATGTGCAGTACCAGTAAAG

b/aCTX'M—ZA

blacy 0 CTX-M_R2 ACCAGAACCAGCGGCGCACG

305



Microbiologia

(CTX-M-3), NC_025019 (CTX-M-3), NC_015154
(CTX-M-15), NC_016966 (CTX-M-15), NC_021199
(CTX-M-15), NC_023332 (CTX-M-15), AJ557142
(CTX-M-32), NC_011617 (CTX-M-24), NC_016839
(CTX-M-14), NC 021078 (CTX-M-14), NC_013542
(CTX-M-14), NC_016838 (CTX-M-14) y AY156923.1
(CTX-M-27).

Caracterizacion molecular

Se realiz6 la RPC-REP utilizando el marcador MB1
(TGTACATAAGACGAAGCCC)'*!6. El volumen final
de la mezcla de reaccion fue de 50 pL, con 200 pM de
dNTPs, 2U de MyTaq ADN polimerasa de la casa comer-
cial Bioline®, 1X del tampén de la enzima, 1 uM de cada

Figura 1. Identificacién de K. pneumoniae. CP: Control positivo (K. pneumoniae ATCC® BAA-
2146™); CN: Control negativo (K. aerogenes ATCC® 13048); K1-K11: aislados de K. pneumoniae
de muestras biolégicas. MM: marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder RTU (rango entre 250

a 10.000 pb). Se observa el fragmento esperado de ADN de 908 pb.

partidor y 2 ml de ADN. La amplificacion consistio en
una desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 min, seguidos
de 32 ciclos con una desnaturalizacion por 1 min a 94°C,
hibridacion por 1 minuto a 55°C para BOX-RPC y 45°C
para MBI, y polimerizacién por 2 min a 72°C; y una
extension final de 72°C por 7 min. Los perfiles de bandas
se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
por tres horas a 50 V, y tefiidos con bromuro de etidio.
El analisis filogenético se realizo utilizando el software
CLIQS 1D PRO (TotalLab Ltd., Newcastle, UK). El
analisis de agrupamiento se llevé a cabo con la técnica
UPGMA utilizando el factor Dice!” 8.

Resultados

En la identificacion por RPC de K. pneumoniae, los
24 aislados y la cepa control K. pneumoniae ATCC®
BAA-2146™ mostraron el producto esperado de 908 pb,
utilizando los partidores disefiados en este estudio. En la
Figura 1 se muestran 11 de los 24 aislados positivos en
la RPC.

Utilizando los partidores disefiados para la identi-
ficacion de los genes blacryss blacrxais ¥ blacrxass
(Grupo CTX-M-1) se obtuvo amplificacion en nueve
aislados (38%). Para el caso de los partidores CTX-M_F2
y CTX-M_R2 disefados para la identificacion de los genes
blacrxana blacrxanas Y blacrxany; (Grupo CTX-M-9) se
obtuvo el producto esperado en 10 aislados (42%) (Figura
2). No se observo amplificacion en cinco aislados (K2,
K5, K11, K13 y K20).

Los 24 aislados identificados como K. preumoniae
por RPC se utilizaron en la caracterizaciéon molecular
con los marcadores RPC-REP, generando patrones de

Figura 2. Identificacion de genes blaCTX-
M, relacionados con la resistencia a
CAZ,en aislados de K. pneumoniae. a.
Partidores CTX-M_F1 y CTX-M_R1 dise-
fados para la identificaciéon de los genes
blaCTX-M-3. blaCTX-M-15y blaCTX-M-32
(Grupo CTX-M-1). Aislados K4, K6, K8,
K9, K10, K12, K17, K18, K22 y el control
positivo K. pneumoniae ATCC® BAA-
2146™ presentan el producto esperado
de 473 pb. b. Partidores CTX-M F2 y
CTX-M_R2 disefiados para la identificacion
de los genes blaCTX-M14. blaCTX-M-24y
blaCTX-M-27 (Grupo CTX-M-9). Aislados
K1, K3, K7, K14, K15, K16, K19, K21, K23
Y K24 presentan el producto esperado
de 473 pb.CN: Control negativo de la
RPC. MM: marcador de peso molecular
1 Kb DNA Ladder RTU (rango entre 250
a 10.000 pb).

306 www.revinf.cl

Rev Chilena Infectol 2019; 36 (3): 304-311



bandas definidas y reproducibles. Todos los aislados
analizados fueron polimoérficos, ya que no compartian el
mismo perfil genético. Las amplificaciones presentaron
un numero de bandas en los aislados que vari6 entre tres
y ocho con un tamafio aproximado de 1.600 a 50 pb. Se
observaron aislados que presentaban los mismos perfiles
con tres bandas compartidas (Figura 3).

El andlisis filogenético mostr6 un indice de similitud
de 0,32 para todos los aislados de K. pneumoniae, los
que se agruparon en cuatro clusters; los clusters 1y 11
agrupan cada uno seis aislados con 51 y 55 % de similitud,
respectivamente; en el cluster 11 se presenta 100% de
similitud en los aislados K9 y K18. El cluster 111 agrupa
ocho aislados y el cluster IV agrupa cuatro aislados con
60 y 30% de similitud, respectivamente (Figura 3).

Se realizo la correlacion entre los resultados de la
RPC-REP con el tipo de muestra, grupo de genes bla . ,,
y area de recoleccion de muestras (origen), encontrando
una relacion al comparar los perfiles genéticos con el tipo
de muestra y grupo de genes. No se encontrd concordancia
entre el area de recoleccion de las muestras y el resto de
informacion.

Discusion

Microbiologia

Klebsiella pneumoniae causa diversas infecciones y
es capaz de colonizar los intestinos, la piel y el tracto
respiratorio; es un patdgeno oportunista que persiste

Figura 3. RPC-REP de K. pneumoniae. O: orina, S: sangre, SB: secrecién de bronquios, SP: Ulceras
de piel, LB: liquido biliar, ST: secrecién de trdquea, SA: secrecion de abdomen; ND: no determinado;
CE: consulta externa, U: urgencias, MI: medicina interna, UCIA: UCl adultos y P: pediatria.

en las superficies ambientales de los hospitales y puede
propagarse facilmente por las manos de los trabajadores
de la salud, lo que probablemente facilita la diseminacion
nosocomial'*. Klebsiella pneumoniae es frecuentemente
aislada en las unidades de cuidados intensivos y salas de
pediatria, obteniendo cepas resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion con resistencia combinada a multiples
antimicrobianos!’. En Colombia, entre los afios 2009 y
2012, se aislé K. pneumoniae de forma habitual en la
UCI de 23 hospitales, considerandose un microorganismo
endémico®.

La utilizacion de la RPC en laboratorios de diagnostico
para fines de rutina est4 en aumento, especialmente para
el cribado rapido de las muestras. La RPC convencional
ofrece ventajas como su alta sensibilidad, la reproduci-
bilidad, no se requiere cultivo puro antes de la deteccion,
permite la identificacion de patogenos en diversos
hospederos y tipos de muestras, y ademas es una técnica
relativamente simple, rapida de realizar y no requiere de
equipos sofisticados'®. La RPC disefiada en este trabajo
mostro ser efectiva en la identificacion de todos los ais-
lados de K. pneumoniae y el control positivo, logrando
diferenciar la especie dentro del género.

Ceftazidima, una cefalosporina de tercera generacion,
ha mostrado ser activa en ensayos in vitro e infeccio-
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nes clinicas causadas por bacterias gramnegativas (K.
pneumoniae, Citrobacter spp, Enterobacter spp, E.
coli, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas spp,
Serratia spp.), grampositivas (Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes, Micrococcus
spp.) y anaerobios (algunas cepas de Bacteroides fragilis,
Peptococcus spp, Peptostreptococcus spp, Streptococcus
spp, Propionibacterium spp, Clostridium perfringens, Fu-
sobacterium spp.). Las enzimas CTX-M confieren grados
mas altos de resistencia a cefotaxima que a CAZ; esta
ultima alcanza frecuentemente una CIM en rango suscep-
tible®. La oportuna y correcta deteccion de B-lactamasas
tipo CTX-M en K. pneumoniae es indispensable, no sélo
para lograr un adecuado tratamiento y abordaje del pa-
ciente desde el inicio, sino para establecer inmediatamente
medidas de control de infecciones intrahospitalarias y
evitar la diseminacion de este microorganismo?!. El origen
de estas enzimas son los genes cromosomicos presentes en
el género Kluyvera sp., que incluye especies ambientales
con poca o ninguna actividad patogénica en humanos; los
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genes que codifican enzimas de los grupos CTX-M-1 y
CTX-M-2 se han detectado en K. ascorbata, mientras que
los genes que codifican enzimas de los grupos CTX-M-8
y CTX-M-9 se encuentran en K. georgiana®. Desde su
identificacion inicial, se han descrito mas de 180 variantes
alélicas, que estan organizadas en al menos cinco grupos
genéticamente distintos; y cada grupo estd compuesto
por variantes de CTX-M que contienen al menos 5% de
diferencias en su secuencia de aminoacidos®. Las muta-
ciones puntuales que se presentan en las enzimas CTX-M
comunes, producen en la mutante una mayor eficiencia
catalitica frente a CAZS.

En este trabajo se realizo la identificacion molecular de
genes blac.x ., pertenecientes a los grupos 1y 9, relacio-
nados con la resistencia a CAZ de K. pneumoniae; nueve
de los 24 aislados (38%) fueron positivos para los genes
blacyxyss blacixmas Y blagy ., (Grupo CTX-M-1),
y 10 de 24 aislados (42%) amplificaron para los genes
blacry g blacrxnag ¥y blay,, ., (Grupo CTX-M-9).
Las enzimas CTX-M-15 y CTX-M-14, pertenecientes a
los grupos CTX-M-1 y CTX-M-9, respectivamente, son
consideradas las mas importantes debido a su distribucion
cosmopolita y a la capacidad de invadir practicamente
todas las estructuras en humanos y animales''; diversos
estudios muestran una amplia distribucion mundial de los
genes blacry.is Y blacrxas™ ™.

La utilizacion de métodos de tipificacion, para
conocer la relacion entre microorganismos a nivel
intra o inter-especifico, es de utilidad para estudios
epidemiologicos de brotes y dispersion nosocomial de
diversos aislados. La fenotipificacién mediante perfiles
de sensibilidad a antimicrobianos y los patrones de acti-
vidad metabdlica, no son satisfactorios para discriminar
entre los aislados. Por lo anterior, se recomienda el
uso de métodos moleculares que permiten la deteccion
rapida de relaciones clonales microbianas, controlando
la propagacion de patdgenos resistentes a multiples
farmacos y permite el control de las medidas de control
de la infeccion'*?!.

En este estudio, el analisis de la caracterizacién mo-
lecular reveld variaciones en la estructura del genoma,
evidenciando diversos genotipos entre los aislados de K.
pneumoniae. Sin embargo, la RPC-REP permitié agrupar
los aislados de acuerdo al tipo de muestras y grupo de ge-
nes blacry, 10 que sugiere, probablemente, una relacion
clonal entre los aislados de los clusters establecidos. En el
cluster 1 los seis aislados agrupados fueron identificados
para los genes blacry s> Dlacrxais Y Dlacrxas, del grupo
CTX-M-1, y procedian de muestras de tlceras de pie y
secrecion branquial. Los aislados K9 y K18, con 100%
de similitud genética, presentan el mismo tipo de muestra
y area de recoleccion (origen), debido probablemente,
a una infeccién nosocomial presentada en uno de los
pacientes; los aislados de este cluster podrian estar clo-

nalmente relacionados. El cluster 11 agrupo los aislados
K3, K7 y K19 como positivos para los genes blacrx s
blacisxazs Y blacrxas, del Grupo CTX-M-9, con una
posible relacion clonal. Mientras los aislados K5, K11 y
K13 no presentaban los genes CTX-M utilizados en este
estudio, cuya resistencia a la CAZ se produce posiblemen-
te, por la expresion de otras de B-lactamasas CTX-M. Los
aislados K1, K23 y K24 del cluster IV, aunque se agrupan
con un porcentaje bajo de similitud (50%), es posible que
tengan un origen comun ya que fueron positivos para los
genes blacrx s Placrxanss ¥ blacrsia,, del Grupo CTX-
M-9 y provienen del mismo tipo de muestra.

Resultados similares han sido reportados por otros
autores, utilizando la RPC-REP para establecer la rela-
cion clonica de diversos aislados de K. prneumoniae y
su correlacion con variables fenotipicas, bioquimicas y
genéticas®?*. Lopez y cols. (2018), lograron discriminar
dos patrones clonales en aislados de K. pneumoniae
mediante RPC-REP, generando una relacion clonal a
partir de 60% de similitud entre los aislados®*. En un
trabajo realizado por Low y cols. (2017), la RPC-REP
permiti6é agrupar en un cluster principal la mayoria de
los aislados de K. pneumoniae caracterizados como
resistentes a carbapenem’®. Koroglu y cols., en el afio
2015 realizaron un estudio para establecer las relaciones
clonicas de 15 aislados de K. pneumoniae empleando
RPC-REP y PFGE como métodos de tipificacion,
concluyendo que el método RPC-REP era claramente
mas rapido y conveniente que PFGE, pero su poder
discriminatorio parece ser inferior al de PFGE'. En otro
trabajo, Ardalan y cols. (2016), emplearon la RPC-REP
para demostrar que no todas las especies que producen
CTX-M se originan del mismo aislado y que los genes
de resistencia se han extendido entre diferentes cepas;
ademas lograron agrupar los perfiles genéticos relacio-
nados con diferentes factores de riesgo®’. Nielsen y cols.
compararon en el 2011, el poder discriminatorio entre la
RPC-REP con la PFGE y MLST en aislados de K. pneu-
moniae, demostrando que la RPC-REP puede utilizarse
como un método de tipificacion rapido y menos costoso
que PFGE y MLST, lo que permite la diferenciacion de
clones, asi como también la posibilidad de agruparlos de
acuerdo a la produccion de diversas B-lactamasas®. En
este estudio, el cluster III mostr6 una similitud de 60%
en los ocho aislados, sin presentar relacion con el tipo de
muestra y grupo CTX-M. Lo anterior se relaciona con lo
obtenido por Ghasemian y cols. (2018), quienes reportan
que el patron de tipificacion de RPC-REP de aislados K.
pneumoniae mostro una gran diversidad, lo que indica
la propagacion policlonal de aislados productores de
diferentes grupos de CTX-M*.

La caracterizacion bioquimica de los mecanismos de
resistencia y la tipificaciéon molecular son herramientas
utiles para estudios epidemioldgicos y para conocer
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el comportamiento de las poblaciones bacterianas,
de procesos especificos relacionados con la infeccion
intrahospitalaria y las caracteristicas de la resistencia a
antimicrobianos en la institucion, permitiendo al ente hos-
pitalario encargado aplicar medidas oportunas, orientadas
a optimizar los esfuerzos en el control de infecciones y a
evitar su progresion y propagacion.

Finalmente, es importante destacar que los resulta-
dos de esta investigacion son el primer reporte que se
presenta en la region nor-oriental de Colombia sobre la
descripcion de genes blaqy €n aislados de K. pneu-
moniae, tomados a partir de diferentes muestras clinicas
en un hospital de la ciudad de San José de Cucuta,
mostrando una frecuencia similar en los dos grupos,
38% para los genes blacixs, blacrxais Y blacrxasn
(Grupo 1) y 40% para los genes blacry yar Dlacrx iz Y
bla iy 07 (Grupo 9). Estos datos soportan la estadistica
epidemioldgica que describen los genes identificados en
este estudio, como los mas comunes a nivel mundial.
La RPC-REP permiti6 agrupar 12 aislados por la simi-
litud de sus perfiles genéticos, los que se relacionaron
con los grupos 1 y 9 de CTX-M vy el tipo de muestra,
revelando la presencia de tres patrones clonales. Los
12 aislados restantes no presentaron una relacion ho-
mogénea entre la tipificacion genética y grupo de genes
y clase de muestra. Es posible, que estos aislados con
perfiles genéticos diferentes correspondan a aislados
con cromosomas muy parecidos, que han adquirido ele-
mentos extra-cromosomicos determinantes de patrones
electroforéticos diferentes con el sistema RPC-REP.
Esta diferencia sugiere la necesidad de utilizar, por lo
menos, dos marcadores diferentes para lograr establecer
con mayor eficacia las posibles relaciones genéticas y
epidemiologicas entre aislamientos.

Conclusiones
La RPC disefiada para discriminar los grupos CTX-
M-1 y CTX-M-9 en K. pneumoniae, determind una

presencia proporcional de los dos grupos de genes en 80%
de la poblacion analizada; la posterior correlacién entre
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