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Resumen

En Colombia se han detectado genes del grupo CTX-M-1 con alta frecuencia en aislamientos de Klebsiella
pneumoniae causantes de infeccion intrahospitalaria. El conocimiento de los factores genéticos que pue-
den favorecer la diseminacion de estos genes entre especies bacterianas es un aspecto importante para
el control de la resistencia. En este estudio se identificaron los plasmidos portadores del gen blacrx iz
en 21 aislamientos clinicos de K. pmeumoniae. Se evalué por conjugacion la transferencia de resistencia
a antibidticos. Integrones, secuencias de insercién y otros elementos genéticos fueron detectados por
amplificacion del ADN plasmidico con la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR). Mediante anali-
sis por PCR se determiné la relacion entre el gen blacrxmizy los elementos genéticos detectados. En
todos los aislamientos, el gen blacrx iz se encontré en plasmidos conjugativos de tamafios entre 65 y
106 kpb. La transferencia por conjugacion de estos elementos moviles puede explicar la amplia dise-
minacion de este gen entre enterobacterias causantes de infeccion nosocomial en hospitales de Bogota,
Colombia. El gen blacrxariz se encontré corriente abajo de ISE¢p7, secuencia de insercién que se ha aso-
ciado con la movilizacién de determinantes genéticos de resistencia. Los promotores de ISE¢p7, detec-
tados por analisis de secuencia, pueden facilitar la expresion de la cefotaximasa codificada por este gen.

Palabras clave: resistencia a antibioticos, elementos genéticos moviles, gen blacrx w12, plasmidos conjugati-
vos, Klebsiella pneumoniae.

Abstract

Genes from CTX-M-1 group have been detected with great frequency in Colombia in intrahospital in-
fection-causing Klebsiella pnenmoniae isolates. Knowledge regarding the genetic factors favouring such
genes’ dissemination amongst bacterial species is an important issue for resistance control blacrxaiz ge-
ne-carrying plasmids were identified in this study in 21 clinical K. pneumoniae isolates. Antibiotic resis-
tance transfer was evaluated by mating. Integrons, insertion sequences and other genetic elements were
detected by plasmid DNA amplification using polymerase chain reaction (PCR). The relationship between
the blacrxaii2 gene and other genetic elements was determined by PCR analysis. The blacrxaiz gene was
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found on 52 to 106 Kpb conjugative plasmids in all isolates. These mobile elements’ transfer by mating

may explain their wide dissemination amongst nosocomial infection-causing enterobacteria in hospitals

in Bogota, Colombia. The blacrxmi2 gene was found downstream from ISEgp7, this being an insertion

sequence which has been associated with resistance genetic determinants’ mobilisation. ISE¢7 promo-

ters (detected by sequence analysis) may increase the expression of cefotaximase encoded by this gene.

Key words: antibiotic resistance, mobile genetic element, the blacrxmi2 gene, conjugal plasmid, Klebsiella

prenmoniae.
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Introduccién

La resistencia a antimicrobianos se ha
convertido en un problema global debido a la
amplia diseminacién de diversos genes de re-
sistencia entre especies bacterianas causantes
de infeccién. Con el incremento del uso de ce-
falosporinas de tercera generacién surgieron,
port seleccién, cepas bacterianas con capacidad
de expresar diferentes clases de B-lactamasas
de espectro extendido (BLEE). Dentro de este
grupo de enzimas, las cefotaximasas del tipo
CTX-M son consideradas actualmente como
las mas diseminadas en el mundo (Jacoby et
al., 2005; Bonnet, 2004; Cantén et al., 2008;
Livermore et al., 2008). Klebsiella pnenmoniae,
productora de BLEE, es la especie causante de
infeccién nosocomial mas frecuente en Amé-
rica Latina (Villegas et al., 2008). En Bogota
Colombia, el grupo de Epidemiologia Mole-
cular de la Universidad Nacional de Colombia
ha encontrado alta prevalencia de genes que
codifican para cefotaximasas del grupo CTX-
M-1y, entre éstos, el gen blacrx m12fue el que se
encontré en mayor proporciéon en aislamien-
tos de K. pneumoniae causantes de infeccion
intrahospitalaria (Leal et al., 2003; Mantilla et
al., 2004; Mantilla et 4l., 2006; Valenzuela et
al., 2006). Este gen, descrito inicalmente por
Kariuki en Africa (Kariuki et al., 2001), fue
detectado por primera vez en Colombia en
aislamientos de K. pmeumoniae causantes de un
brote en la Unidad de Cuidados Intensivos
(UCI) de un hospital de tercer nivel de Bogota
(Leal et al., 2003).

Aprobado: junio 16 de 2009

Algunos de los genes que codifican para
estas B-lactamasas se localizan en plasmidos
que a menudo contienen otros genes de re-
sistencia, tales como los genes gnr que con-
fieren resistencia a fluoroquinolonas, genes
aacC2, strA 'y strB a aminoglicésidos, cafA2 a
cloramfenicol, s#/1 a sulfonamidas y dfrA14 a
trimetoprim, entre otros (Ying-Tsong Chen et
al., 2000); en estos plasmidos también se han
encontrado elementos genéticos tales como
secuencias de insercion, integrones y trans-
posones que pueden estar involucrados en el
reclutamiento de genes de resistencia a dife-
rentes clases de antibidticos, en la moviliza-
cién y expresion de la multirresistencia (Poirel
et al., 2008; Bennett et al., 2008; Cantén et al.,
2000).

Los determinantes genéticos asociados
con cortresistencias pueden estar incluidos en la
misma estructura genética, como en las deno-
minadas islas de patogenicidad y de resistencia,
descritas para diversas especies bacterianas, o
encontrarse asociados con plataformas genéti-
cas moviles (Depardieu et 4l., 2007). Entre las
plataformas méviles mas cominmente descti-
tas como portadoras de genes de resistencia se
encuentran los plasmidos, elementos genéti-
cos extracromosomales en los que se pueden
ensamblar genes que les proporcionan a las
bacterias caracteristicas importantes para su
supervivencia. Los plasmidos pueden poseer o
integrar elementos genéticos que permiten el
reclutamiento de genes de resistencia y a su vez
pueden servir como vehiculos para la disemi-
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nacién de dichos genes por procesos de trans-
formacion o conjugacion (Bennet et al., 2008).

El objetivo de este estudio fue describir
el entorno genético del gen blacrxari2 detectado
en aislamientos hospitalarios de K. pueumoniae
resistentes a miiltiples antibiéticos (MR). El conoci-
miento de las caracteristicas moleculares que
se encuentren asociadas con este determinante
genético de resistencia serd importante para el
control de la resistencia a antibiéticos.

Materiales y métodos

Se evaluaron 21 aislamientos de Klebsiella
pnenmoniae causantes de infeccion hospitalaria,
recolectados entre los afios 2005 al 2007 en
hospitales de tercer nivel de Bogotd, Colom-
bia. Todos los aislamientos eran portadores del
gen blacrxariz identificado por Polimorfismo
Conformacional de Cadena Sencilla (SSCP) y
secuenciacion (Velandia, 2008).

Susceptibilidad a antibidticos

Se evalué la susceptibilidad a antibiéticos
mediante la técnica de difusion en disco en agar,
de acuerdo con los parametros establecidos por
el Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI).
Se incluyeron los siguientes antibidticos: peni-
cilinicos (ampicilina, piperacilina), monobac-
tamicos (aztreonam), cefalosporinas de tercera
generacion (ceftriaxona, ceftazidima y cefotaxi-
me), cefalosporinas de cuarta generacion (cefe-
pime), aminoglicésidos (amikacina, gentamicina
y estreptomicina), carbapenémicos (imipenen),
quinolonas (acido nalidixico y ciprofloxacina), ri-
famicinas (rifampicina), tetraciclinas y mezcla de
sulfas con inhibidores de folato (trimetoprim/
sulfametoxazol). Se utilizo6 la cepa Escherichia coli
ATCC 25922 como control.

Ensayos de transferencia de
resistencia

La conjugacion se realiz6 en medio liquido
de acuerdo con lo descrito por Eckert (Eckert
et al.,, 20006) utilizando como cepa receptora la

Escherichia coli CAG12177 resistente a acido nali-
dixico. Se compararon los perfiles plasmidicos
de los aislamientos donantes y de los respec-
tivos transconjugantes obtenidos. Se evaluod la
transferencia del gen de interés, mediante am-
plificacién por PCR del gen empleando como
molde ADN total y del ADN plasmidico de los
transconjugantes. Ademas, se evalu6 la transfe-
rencia de la resistencia, utilizando sensidiscos
de los siguientes antibidticos: cefotaxima, ce-
ftazidima, ceftriaxona, aztreonam, ampicilina,
piperacilina, gentamicina y amikacina.

Deteccion de genes codificantes
de B-lactamasas

La deteccion de genes blacrsaque codifi-
can cefotaximasas del grupo CTX-M-1 se rea-
liz6 mediante amplificacién por PCR, en 15 ul
del volumen de reaccién que contenfa, 1 pM
de cada uno de los iniciadores referenciados
en la tabla 1, 1,5 mM de MgCl, 0,2 mM de
dNTP, 0,04 Unidades de Tag-ADN polimerasa
por uL de reaccion en solucion amortiguadora
1X suministrada por Invitrogen, y aproximada-
mente 10 ng de ADN total o de ADN plasmidi-
co. La reaccién se realizé en un termociclador
iCycler® (Biorad Laboratoties), mediante des-
naturalizacién inicial 2 94 °C durante 5 min,
seguido de 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a 55 °Cy 1 mina 72 °C, seguidos de 5 min de
extension final a 72 °C. Para la obtencién del
ADN total de las muestras se utilizé la técnica
de lisis celular por calentamiento en bafio de
agua en cbullicién informada por Chanowang
etal. (2002), y el ADN plasmidico como se des-
cribe adelante.

Extraccién de pldsmidos
y evaluacién de pldsmidos
portadores del gen blacrxm.12

El ADN plasmidico fue obtenido por el
método de termolisis alcalina: las células de 10
ml de un cultivo en caldo LB con absorban-
cia 0,7 a 600 nm fueron suspendidas en 100
ul de solucion de pre-lisis (glucosa 50 mM,
EDTA 10 mM, Tris. HCI 25 mM, pH 8,0) luego
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Tabla 1. Iniciadores utilizados para la amplificacién de genes bla y para la deteccién de elementos
genéticos relacionados con genes blacrxm2

El N
em,e.n to . .o r.nbre Secuencia (5’-3”) de iniciadores Referencia
genético iniciador
CTX-MA CGC TIT GCG ATG TGC AG Bonnet, 2001
b/acTX-M
CTX-MB ACC GCG ATATCG TTG GT Bonnet, 2001
Int1-F ACA TGC GTG TAA ATC ATC GTC Machado, 2005
Int1
Int1-R GGT CAA GGATCT GGATIT CG Machado, 2005
GCG CGG GTTTCC
1-F is, 2
sult Su GCC TTG GGA Novais, 2006
Sul1-R GC AAG GCC GAA ACC CGC G Novais, 2006
qgacEA1-F ATC GCA ATA GTT GGC GAA GT Novais, 2006
qgacEAT
gacEAT-R CAA GCT TTT GCC CAT GAA GC Novais, 2006
ISEcp1-F TTC AAA AAG CAT AAT CAA AGC Eckert, 2006
ISEcp1
ISEcp1-R CAA CCACCTTTC AATCATTITT Eckert, 2006
1S26-F TCA CTC CAC GATTTA CCG CT Mammeri, 2005
1S26
1S26-R CTT ACC AGG CGC ATT TCG CC Mammeri, 2005
1S903-F CAT ATG AAATCA GCG C Poirel, 2003
1S903
1IS903-R CCG TAG CGG GTITGTG TITTC Poirel, 2003

se mezclaron con 200 ul de soluciéon de lisis
(Tris 50 mM, SDS 4% pH 12,6) e incubaron
a 65 °C durante 30 min. Se adicioné un volu-
men de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1),
se mezclo por inversion suave durante 5 min, y
se centrifug6 a 4° C durante 20 min a 20.000 g.
El ADN plasmidico de la fase acuosa se separé
por electroforesis en geles de agarosa al 0,8%
en buffer TAE 1X (Tris acetato 40mM, EDTA
1mM) y bromuro de etidio 1ug/ml, bajo las si-
guientes condiciones: una hora a 1 vol/cm, dos
horas a 1,8 vol/cm y tres horas a 3 vol/cm.
El registro fotografico, digitalizacién y analisis
del tamafio de los plasmidos se realizé con el
programa Quantity One® y el digitalizador Gel
Doc® de Biorad

Para la deteccion por PCR de los genes de
resistencia en el ADN plasmidico separado por

electroforesis, la porcion de agarosa con cada
una de las bandas de ADN separadas se pesé en
un tubo de microcentrifuga, se adicionaron 10
volumenes de agua desionizada esterilizada, se
calent6 durante 5 min a 94 °C, se homogeneizé
durante 10 segundos en “vortex” e inmediata-
mente se utilizaron 3 pl para un volumen de
reaccién de 15 pl bajo las condiciones de am-
plificacién por PCR descritas anteriormente.

Para determinar el tamafio de los plas-
midos obtenidos por termolisis alcalina, 50
ul de la fase acuosa (aproximadamente 1 pg
de ADN), fueron digeridos con 1 unidad de
nucleasa S1 (Invitrogen) a 37 °C durante 10
a 20 min, bajo las condiciones descritas (Au-
subel et 4l., 2003). Se adicioné 1pl de EDTA
0,5 M para detener la accion de la nucleasa.
Los plasmidos en forma lineal se separaron
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mediante electroforesis en gel de campos pul-
sados (PFGE).

Entorno genético del gen blacrx..i2

La deteccién de elementos genéticos que
aparecen en la tabla 1, que se han encontrado
asociados con genes blacrxmy a otros genes de
resistencia (Levesque et al.,, 1995; Lartigue et
al., 2004; Eckert et al., 20006), se realizé median-
te amplificacién por PCR de ADN plasmidico.
Para establecer la asociacion de los elementos
genéticos detectados y su posicién con respec-
to al gen blacrxariz se utilizaron 6 pares de ini-
ciadores (ver tabla 1) utilizando la estrategia de
“mapeo por PCR”. Asi, la ubicacién corriente
arriba del gen blacrx i i2se determiné combinan-
do los iniciadores directos de los determinantes
genéticos detectados (ISE¢p1, 1S26, ISCRT) con
el iniciador reverso CTX-MB. Para conocer el
ambiente genético de la regién corriente abajo,
se combinaron los iniciadores reversos de las
secuencias 18903, gacEA, sull con el iniciador
directo CTX-MA. Para la estrategia de “mapeo
por PCR” se utilizaron las mismas condiciones
de amplificacién usadas para la deteccion de
genes blacrx w12 previamente descritas.

Resultados y discusiéon

Perfil de susceptibilidad

a antibidticos, transferencia
de resistencia por conjugacion
y evaluacion de plasmidos
portadores del gen blacrx.m..2

El perfil de susceptibilidad de los 21 ais-
lamientos de Klebsiella pneumoniae incluidos en
el estudio mostré que 16 de los aislamientos
presentaban resistencia a mas de cuatro gru-
pos de antibiéticos por lo que se consideraron
multirresistentes. Todos fueron resistentes a
rifampicina, a B-lactamicos de amplio espec-
tro (ampicilina, piperacilina), al monobactami-
co aztreonam y a las cefalosporinas de tercera
generacion, cefotaxima y ceftriaxona; frente a
ceftazidima fueron resistentes 16/21, y a ce-
fepime (cefalosporina de cuarta generacion)

fueron resistentes 17 de los 21 aislamientos.
La resistencia a aminoglicésidos fue 19/21
a estreptomicina, 12/21 a amikacina y 8/21
a gentamicina. Con respecto a quinolonas el
4/21 fueron resistentes a ciprofloxacina, 6/21
a 4cido nalidixico; 13 de 21 fueron resistentes
a tetraciclina y a trimetoprim-sulfametoxazol.
Todos los aislamientos fueron sensibles a imi-
penem (ver figura 1).

Para poner de manifiesto la transferen-
cia de la resistencia en los 21 aislamientos en
estudio se realizaron los ensayos de conjuga-
cion. Tres aislamientos no fueron incluidos
en los procedimientos de conjugaciéon debido
a la falta de una cepa receptora apropiada ya
que estos aislamientos presentaron resistencia
a los antibiéticos que se podian utilizar para
la seleccion de los transconjugantes. Con los
dieciocho aislamientos restantes se obtuvieron
transconjugantes de Escherichia coli resistentes a
cefotaxima, piperacilina y aztreonam. En estos
transconjugantes se detectd, por PCR, el gen
blacrxaaz, por lo cual es posible afirmar que
este gen se encuentra localizado en plasmidos
conjugativos y que la resistencia a los antibioti-
cos antes mencionados se debe a la expresion
por E. coli de la cefotaximasa CTX-M-12. Di-
chos plasmidos presentaron tamafios que osci-
lan entre 52y 106 kpb aproximadamente (tabla
2). Este resultado confirma la participacion de
plasmidos conjugativos en la diseminacién de
genes que codifican para cefotaximasas entre
aislamientos de Klebsiella pnenmoniae y posible-
mente pueden estar involucrados en la mo-
vilizacién de estos genes a otras especies de
enterobacterias. La presencia del gen blacrsaiz
en plasmidos de alto peso molecular detecta-
dos en este estudio contrasta con lo informado
por Bae et al. (2000) con respecto al gen blacrx.
w12, detectado en tres aislamientos de Escherichia
coli en un plasmido relativamente pequefio de
aproximadamente 18 kpb, de igual manera el
tamafio de los plasmidos encontrados en los
aislamientos incluidos en este estudio fue in-
ferior al informado por Kariuki (2001) en ais-

lamientos de K. preumoniae con un tamafio de
120kpb.

Rev. Colomb. Biotecnol. Vol. XI No. 1 Julio 2009 48-58



25

20

Numero de aislamientos

1
|
1

| Resistentes 21 21 21 21 16

‘ H‘ 21 aislamientos estudiados
D Rifampicinas D

N
E\ Tetraciclinas &\

Z Inhibidores de folato

Quinolonas,

Aminoglicésidos

Grupo de B-lactamicos

Figura 1. Frecuencia de aislamientos resistentes segun el grupo de antibiético.

De las 18 cepas de E. co/i transconjugan-
tes que adquitieron el gen blacrxariz, 11 fueron
resistentes a ceftazidima (CAZ) y correspon-
dieron especificamente a las que se obtuvie-
ron por conjugacion con los aislamientos de
K. pnenmoniae resistentes a CAZ. Sin embargo,
se ha encontrado que algunas mutaciones pun-
tuales pueden variar la actividad hidrolitica de
algunas BLEE del tipo CTX-M, debido a que di-
chas mutaciones le confirieren a estas variantes
una mayor afinidad sobre otras cefalosporinas
como ceftazidima y cefepime (Gniadkowski et
al., 2008, Bae et al., 2000).

La resistencia a cefepime (FEP) —cefalos-
porina de cuarta generacion— fue transferida
desde 12 de los 16 aislamientos resistentes a
este antibiotico, actividad que no pudo ser atri-
buida a la cefotaximasa codificada por el gen
blacrsariz. Estudios realizados en Corea (Bae
et al., 2006) con el gen blacrxaiz, obtenido de
aislamientos de E. co/i, informan actividad hi-
drolitica sobre FEP por la cefotaximasa codifi-
cada por este gen. Sin embargo, los resultados
obtenidos en este estudio y por Pulido en el
2006, indican que la actividad sobre cefepime
se debe a la accién de los productos de otros
genes como los genes blasuv v blaren detecta-
dos en algunos de los aislamientos en estudio o
por la presencia del gen blacrxm12 asociado con
otros mecanismos de resistencia como pueden

ser la sobreproduccién de bombas de eflujo o
alteraciones en las proteinas de membrana ex-
terna (Tran et 4l., 2009).

La resistencia al aminoglicésido gentami-
cina fue transferida por conjugacioén desde 5 de
7 de los aislamientos resistentes a este antibio-
tico, y en el caso de la resistencia a amikacina
desde 5 de 11 de los aislamientos. En 4 de los
5 aislamientos de E. ¢/ transconjugantes que
mostraron resistencia a amikacina, se observo
un unico plasmido de resistencia, de aproxima-
damente 65 kpb, en el que se encontr6 loca-
lizado el gen blacrx iz La co-transferencia de
la resistencia a los dos aminoglicésidos sola-
mente se observé desde un aislamiento que
poseia tres plasmidos con tamafios de 10, 65 y
98 kpb. En los demas casos no fue posible aso-
ciar el fenotipo de resistencia detectado en los
transconjugantes de [.co// con una plataforma
de movilizacion especifica, puesto que el perfil
plasmidico de los transconjugantes fue idéntico
al observado en los aislamientos de origen, y
estos a la vez poseen dos o mas plasmidos de
diferente tamafio (ver tabla 2).

El gen blacrxaz de 15 de los aislamientos
se encontr6 ubicado en un plasmido comun
con un tamafio aproximado 65 kpb, en los
otros tres se detectd en plasmidos de 65 a 106
kpb. El hecho de encontrar el gen blacrxarizen
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plasmidos de diferentes tamafios moleculares,
indica que estos plasmidos posiblemente han
evolucionado por la adquisicién de otros ele-
mentos genéticos, o que este gen ha sido trans-
ferido de un plasmido a otro probablemente
por accion de secuencias de insercion o trans-
posones que facilitan dicha movilidad.

Ambiente genético del gen blacrx.m.i2

La secuencia de insercion ISEg7 se de-
tecté en los 21 aislamientos evaluados y las
secuencias de insercion IS26 e 1IS903 en 17 y
18 respectivamente. En 9 de los aislamientos se
detectaron genes de la integrasa clase I (Inf1) y
el gen de resistencia a desinfectantes de amo-
nio cuaternario (qacBEA); el gen de resistencia a
sulfonamidas (s#/1) en 8 y la ISCR7 en 5 de los
aislamientos evaluados. La secuencia de inset-
cién ISEgT se ha informado corriente arriba
(entre 42 a 266 bp) de varios genes blacrsw en-
tre ellos los genes que codifican para las en-
zimas CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-3, CTX-M-9,
CTX-M-13, CTX-M-14, CTX-M-15, CTX-M-17,
CTX-M-19, CTX-M-20, y CTX-M-21 (Canton et
al., 2006; Bonnet, 2004; Poirel et al., 2003; Cao
et al., 2002). En este estudio, la secuencia de
insercién ISEeg7 se detectd en todos los aisla-
mientos y en todos los plasmidos conjugativos
portadores del gen blacrs o

Con la estrategia de “mapeo por PCR”
se estableci6é que el gen blacrx iz se encontra-
ba localizado corriente abajo de la secuencia
de insercion ISEgT; el analisis de la secuencia
del producto de la amplificacién de 2.400 pb
obtenido en el “mapeo” mostrd que la regién

TAA

—

tnpA

repetida invertida derecha de ISEg7 se encon-
traba localizada corriente arriba del gen blacrx.
w12. De igual manera, corriente abajo de ISE¢gp7
se encontraron las secuencias promotoras -35
(ITGAAA) y -10 (TACAAT), que se han des-
crito como las encargadas de promover la ex-
presion de los genes de resistencia localizados
corriente abajo de esta secuencia de insercién,
confirmando lo descrito por otros investiga-
dores que han reportado a esta secuencia de
insercién como un factor clave en la disemi-
nacion de diferentes genes que codifican para
cefotaximasas CTX-M del Grupo 1 (Canton et
al., 2006; Bonnet, 2004; Poirel et al., 2003; Cao
et al., 2002). (Ver figura 2).

Se detectaron otros elementos genéticos
en los aislamientos evaluados. En 8 de los 21
se detecto el gen 7nl y el gen gacEA. En 6 de
estos 8 aislamientos que poseen el gen de inte-
grasa (1) se encontrd el gen de resistencia
a sulfonamidas s#/1 y en 5 el elemento ISCR7.
Ninguno de los determinantes genéticos antes
mencionados se encontré relacionado con el
gen blacrx e, Los integrones clase 1 y deter-
minantes genéticos relacionados con estos (ge-
nes su/l y gacEA) se han descrito asociados a
los genes blacrx v, de los grupos 2y 9 (Di Conza
et al., 2002; Sabaté et al., 2002; Arduino et 4l.,
2003). En el segmento conservado 3’ de estos
integrones se encuentra un elemento denomi-
nado ISCR7, antes conocido como ORF513, el
cual cumple una funcién similar a la secuencia
ISE¢1 en la regulacién de la expresién y mo-
vilizacion de los genes de resistencia presentes
corriente abajo de esta region comun. Se han

TAA

—

bla CTX-M

Figura 2. Arreglo genético encontrado en los aislamientos en estudio. Como se observa en la figura, corriente

arriba del gen blacrx vz (flecha gris oscuro) se identificé mediante la estrategia de mapeo por PCR la secuencia

ISEc¢pI(flecha gris claro) formada por 2 regiones repetidas invertidas a cada extremo y un marco abierto de

lectura que codifica para una transposasa (77p.A), la flechas en negro indican la direccién de la transcripcion.
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Tabla 2. Susceptibilidad a antibiéticos y descripcion del tamaiio de los plasmidos en los aislamientos
de K. pneumoniae y transconjugantes de Escherichia coli.

Tamaiio de " . q
No. Perfil de resistencia de K. pneumoniae plasmidos Perfil de resnst‘enaa
(kpb)* de E. coli
9 PIP, CTX,CAZ, FEP, ATM, AMK 65 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM, AMK
10 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM, AMK 65 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM, AMK
16 S, NAL, CIP, STX, TE 57vy3 No se evaluo
17 S, NAL, CIP, STX, TE 57y3 No se evalué
38 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM,S 81,65 42y 10 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM
40 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM, AMK, S, STX 106, 81,65y 58 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM
52 PIP, CTX, FEP, ATM,AMK, S, STX 65y5 PIP, CTX, FEP, ATM
53 PIP, CTX, ATM,AMK, S, STX 65y5 PIP, CTX, ATM
79 PIP, CTX, FEP, ATM, CAZ, AMK, S, STX 52y5 PIP, CTX, FEP, ATM
89 PIP, CTX, CAZ, FEP,ATM,S, AMK, STX, TE 52,3 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM
105 PIP, CTX, CAZ, ATM, GEN,FEP, AMK, CIP, STX, TE 65y 2,6 PIP, CTX, CAZ, ATM, GEN
109 | PIP, CTX, CAZ, ATM, GEN,AMK, FEP 65y 10 PIP, CTX, CAZ, ATM,GEN
119 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM,GEN, S, STX, TE 98, 65, 10 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM
126 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM,AMK, GEN, STX, TE 98,65y 10 PIP, CTX, CAZ, FEP, ATM, AMK ,GEN
133 PIP, CTX, FEP, ATM, AMK,GEN 65 PIP, CTX, FEP, ATM, AMK
142 | PIP, CTX, ATM, AMK,S, FEP,TE 65 PIP, CTX, ATM, AMK
169 PIP, CTX, FEP, ATM,CAZ, STX 65y 18 PIP, CTX, FEP, ATM
220 PIP, CTX, ATM, AMK, GEN, NAL 98y 65 No se evaluo
236 PIP, CTX, CAZ, ATM, GEN 98, 57y?2 PIP, CTX, CAZ, ATM, GEN
290 PIP, CTX, FEP, ATM, GEN,S, STX 65 PIP, CTX, FEP, ATM, GEN
349 | PIP, CTX, CAZ, ATM,FEP, TE 65y 15 PIP, CTX, CAZ, ATM,

Kpb: tamano en kilo-pares de bases; *Los ndmeros subrayados y en negrilla corresponden a los plasmidos portadores del gen blacrx.
w12 AMK: amikacina, ATM: aztreonam, CAZ: ceftazidime, CTX: cefotaxime, CIP: ciprofloxacina, FEP: cefepime, GEN: gentamicina,
NAL: 4cido nalidixico, PIP: piperacilina, S: estreptomicina, STX: trimetoprim sulfametoxazol, TE: tetraciclina.
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descrito varios genes de resistencia asociados
con este elemento, entre ellos los genes cAll y
el gen dfrA10 que confieren resistencia a cloran-
fenicol y a trimetoprim respectivamente (Ying-
Tsang Chan et 4l., 2006). Todos los aislamientos
en los que se detect6 la ISCRY, fueron resisten-
tes a trimetoprim-sulfametoxazol por tanto, los
genes determinantes de esta resistencia pueden
estar asociados con dicho ORF y forman parte
de los integrones de clase 1 detectados.

Conclusiones

El perfil de susceptibilidad mostré que
todos los aislamientos de K. preumoniae investi-
gados presentaban resistencia a cefalosporinas
de tercera generacién entre otros grupos de
antibiéticos. Dicha resistencia es causada por la
presencia del gen blacrxaiz que se encontrd en
plasmidos conjugativos de alto peso molecular.
Esta puede ser una de las causas de la disemina-
cion de estos genes de resistencia entre entero-
bacterias causantes de infeccion intrahospitalria.

El gen blacrsaiz se encontrd corriente
abajo de la secuencia de insercion ISEqp7, la cual
contribuye en los procesos de movilizacion y
expresion de este gen. En un alto porcentaje
de los aislamientos evaluados se detectaron las
secuencias de insercién 1S26 e 1S903 pero no
se encontraron asociadas con el gen blacrxiz,
lo que permite presumir que estas secuencias
de inserciéon pueden estar asociadas con otros
genes de resistencia.
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