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Introduccidn. Las secuencias de insercién tales como ISCR1 promueven la captura, transposicion y
expresion de los genes bla facilitando, de esta manera, su diseminacion rapida en la poblacion
bacteriana.

Objetivo. Se determiné la presencia del elemento ISCR1 y su asociacion con genes bla.,,,, ¥
bla., .. en plasmidos de diferentes grupos de incompatibilidad en Klebsiella pneumoniae de origen
hospitalario.

Materiales y métodos. Se aislaron tres cepas de K. pneumoniae con sensibilidad disminuida
a cefalosporinas de amplio espectro, de neonatos con septicemia hospitalaria. La presencia de
B-lactamasas de espectro expandido (BLEE) fue determinada fenotipicamente. Los plasmidos se
aislaron y clasificaron segun grupos de incompatibilidad por tipificacién del replicén por reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR). Los genes bla, .. y su asociacion a ISCR1 se determinaron por PCR
y secuenciacion directa, usando varios juegos de iniciadores.

Resultados. Todas las cepas demostraron un perfil fenotipico indicativo de produccién de BLEE,
transferibles por conjugacion. Los ensayos de PCR para para cefotaximasas (CTX-M) y el analisis
de la secuenciacion, revelaron que las cepas portaban genes blag,, .,y bla.,,,, Estos genes se
encontraron en plasmidos conjugados de 150 kb, aproximadamente, relacionados con los grupos IncN
e IncFIIA, respectivamente. ISCR1 se encontr6 ‘aguas arriba’ (upstream) y asociado con los genes
blagy .1 Y blagy .y

Conclusion. Este es el primer reporte realizado en Venezuela donde la presencia de ISCR7T esta
estrechamente asociada con la movilizacién de los genes bla.,, ,, .y bla.., ,,, €n plasmidos conjugativos
IncN y IncFIIA en cepas de K. pneumoniae que circulan en una Unidad de Alto Riesgo Neonatal.
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ISCR1 associated with bla_,, ..V bla.,. genes in IncN and IncFlIA plasmids isolated from

Klebsiella pneumoniae of nosocomial origin in Mérida, Venezuela

Introduction: Insertion sequences such as ISCR17 promote capture, transposition and expression of
bla., ,,genes. Thus, gene dissemination in bacterial populations occurs rapidly.

Objective: To determine the presence of ISCR1 sequence genes and their association with bla.,, ,, .
bla.,,,, on plasmids IncN and IncFIIA from K. pneumoniae of nosocomial origin, was determined.
Materials and methods: Three strains of K. pneumoniae with reduced susceptibility to extended-
spectrum cephalosporins were isolated from neonatal sepsis cases of nosocomial origin. Phenotypic
tests showed the presence of ESBLs. Plasmids were isolated and classified according to incompatibility
groups by PCR replicon typing. Detection and association of ISCR1? with bla,, ,, genes were determined
by PCR and direct sequencing through the use of several sets of PCR primers.

Results: All strains showed phenotypic profile consistent with ESBL-producing transferred by
conjugation. PCR amplification assay for CTX-M together with sequencing analysis revealed that

and

Contribucién de los autores:

Beatriz Millan, David Castro y Barbara Ghiglione hicieron la caracterizacion fenotipica y molecular de las cepas estudiadas, asi
como el andlisis bioinformatico.

Gabriel Gutkind y Maria Araque disefaron el estudio, la discusion critica y la escritura final del manuscrito.
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ISCR1 asociado con genes bla.,, . ¥ blaz, .

strains carrying bla.., .Y bla.., ., 9enes were localized in plasmids of approximately 150 kb related

to IncN and IncFIIA groups, respectively. ISCR1 was found upstream and associated with bla

blary .. 9€NES.

orxm1 Y

Conclusion. Thus far, this is the first Venezuelan report, in which ISCR1 presence is closely related
to blagry ., Y blaclTX_M_zl gene mobilization in chN ‘and IchIIA conjugative plasmids located in K.
pneumonaiae strains circulating at a neonatal high risk unit.

Key words: Klebsiella pneumoniae, plasmids, cross infection, beta-lactamases, cefotaxime, DNA

transposable elements.
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La epidemiologia de las pB-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) ha cambiado drasticamente en
los ultimos afos. Hasta finales de la década de
los afios 90, las BLEE de tipo TEM y SHV fueron
las mas frecuentemente asociadas con Klebsiella
pneumoniae en todo el mundo (1). Sin embargo,
en la actualidad las B-lactamasas TEM y SHV
han disminuido su prevalencia notablemente,
mientras que la diseminacion de las BLEE de tipo
cefotaximasas (CTX-M) se han incrementado en
todos los continentes, en ambientes hospitalarios
y extrahospitalarios, en humanos y animales;
también se ha aislado en una gran variedad de
especies de enterobacterias (1,2). La primera
descripcién de CTX-M fue hecha en 1989y hasta el
presente se conocen un poco mas de 120 variantes
genéticas (www.lahey.org/studies). Estas variantes
se clasifican en cinco subgrupos principales seguin
la homologia de sus aminoéacidos: CTX-M-1, CTX-
M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (1-3).

En la rapida diseminacion de los genes bla,,,
se han involucrado diversos elementos genéticos,
como las secuencias de insercion ISCR1, 1S26,
IS903 e |ISEcp1, las cuales potencialmente
facilitan la captura, transposicion y expresion de
estos genes (1,3,4). La secuencia ISCR1 se asocia
estrechamente con integrones de clase 1y se le
atribuye la particularidad de movilizar, ademéas de
genes bla, .., otros factores determinantes de
resistencia, como qnr'y dfr10, mediante mecanismos
de transposicion denominados rolling-circle (5-7).

Por otra parte, los plasmidos contribuyen de forma
importante en la diseminacién horizontal de genes
de resistencia. Recientemente, se ha incrementado
el interés por caracterizar los plasmidos de
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acuerdo con sus grupos de incompatibilidad (Inc),
y su relacion con la diseminacion y distribucion de
BLEE (8). En cepas de origen clinico, los genes
bla., ,, se localizan en plasmidos grandes (40-350
kb) y transferibles; de acuerdo con su maquinaria
de replicacion, se clasifican cominmente dentro
de los grupos de incompatibilidad IncF, I, N, P
y, con menor frecuencia, en los grupos IncA/C y
L/M (8,9). El andlisis del ambiente genético de los
genes bla,,,, puede revelar detalles interesantes
relacionados con la adquisicién, movilizacion y
diseminacién de estas p-lactamasas.

Recientemente, Millan, et al. (10), reportaron la
presencia de un pladsmido conjugable del grupo
IncF/FIB en Citrobacter freundii productor de BLEE
de tipo CTX-M-14. Sin embargo, en Venezuela los
estudios relacionados con el contexto genético de
los genes codificantes para BLEE, especialmente
los referentes a CTX-M, son escasos. Portal motivo,
en este trabajo determinamos la presencia de la
secuencia ISCR1y su asociacion con genes bla .,
wi Y blac, ., en plasmidos de diferentes grupos
de incompatibilidad en cepas de K. pneumoniae de
origen hospitalario.

Materiales y métodos
Cepas bacterianas

Se estudiaron tres cepas de K. pneumoniae
(LMMKp27, LMMKp28 y LMMKp29) con
disminucién de la sensibilidad a las cefalosporinas
de amplio espectro, pertenecientes a la coleccion
del Laboratorio Bacteriologia Clinica “Dr. Roberto
Gabaldén” de la Facultad de Farmacia y Bioanalisis,
Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela.
Estas cepas relacionadas clonalmente se aislaron
durante un brote de septicemia hospitalaria ocurrido
en el ano 2010, en neonatos recluidos en la Unidad
de Alto Riesgo Neonatal del Instituto Autbnomo
Hospital Universitario de Los Andes, Mérida,
Venezuela (Ghiglione B, Millldn B, Gonzéalez A,
Gutkind G, Araque M. Klebsiella pneumoniae
productora de CTX-M-2 aislada en una unidad
de alto riesgo neonatal en Venezuela. Actas del
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XX Congreso Latinoamericano de Microbiologia.
Septiembre 27-30, 2010, Montevideo, Uruguay).

Deteccion fenotipica de BLEE y determinacion
de la sensibilidad antimicrobiana

Inicialmente, se hizo la evaluaciéon fenotipica de
las cepas para detectar p-lactamasas de espectro
expandido (BLEE), mediante el ensayo de sinergia
del doble disco (11). Posteriormente, se determino
la concentracién inhibitoria minima (CIM), mediante
el método de dilucién en agar, de acuerdo con lo
establecido por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) (11). Los antimicrobianos ensayados
(Valmorca, Mérida, Venezuela) fueron: cefoxitina,
ceftazidima, cefotaxima, aztreonam, cefotaxima/
acido clavulanico, piperacilina/tazobactam, mero-
penem, ertapenem, amikacina, tobramicina y
netilmicina. Se obtuvieron extractos crudos de
cada cepa por sonicacion y la actividad de las
B-lactamasas se confirmé mediante el método
de deteccion iodométrica en agar usando como
sustrato cefotaxima (12,13). Para estos ensayos se
utilizaron las cepas Escherichia coli ATCC 25922
(BLEE -) y K. pneumoniae LMM60 (BLEE +) como
controles negativo y positivo, respectivamente.

Transferencia por conjugacion de genes que
codifican para BLEE

Los factores determinantes de resistencia BLEE
de las cepas de K. pneumoniae se transfirieron
utilizando E. coli J53 resistente a la azida como
cepareceptora. Las cepas donadoras y lareceptora
se inocularon en caldo Mueller-Hinton (BBL) y se
incubaron a 37 °C en agitacion, hasta alcanzar una
densidad éptica entre 0,6-0,7 y 600 nm. Los cultivos
se mezclaron en una proporcion de 1:10 a favor de
la cepa receptora y se incubaron durante toda la
noche a 37 °C. A partir de este cultivo, se inoculé
una alicuota 100 pl en placas de agar Mueller-
Hinton con suplemento de 100 pyg/ml de azida
sodica (Sigma) y 2 pg/ml de cefotaxima. El fenotipo
de las células obtenidas por transconjugacién se
verific6 mediante las pruebas de sensibilidad de
deteccién iodométrica en agar y PCR.

Extraccion y analisis de plasmidos

Los pldsmidos de las células obtenidas por trans-
conjugacion se extrajeron mediante lisis alcalina
(14), se visualizaron en geles de agarosa al 0,8 %, se
tiferon con 50 pg/ml bromuro de etidio (Sigma) y se
fotografiaron con el UVP Biodoc-It System. El tamafo
de los plasmidos se determind por comparacion
visual con otros de peso molecular conocidos:
pLM07/20 (150kb) y pKAMS542 (87kb) (10,15).
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Los plasmidos se clasificaron preliminarmente
de acuerdo con sus grupos de incompatibilidad y
segun el esquema de tipificacion del replicén por
PCR descrito por Carattoli, et al. (16).

Extraccion del ADN genémico de las cepas
de Klebsiella pneumoniae y sus respectivas
células obtenidas por transconjugacion

A partir de cultivos frescos en agar Mueller-Hinton,
varias colonias de las cepas estudiadas se
suspendieron nuevamente en 200 pl de agua bides-
tilada estéril ajustdndose a una turbidez equivalente
al patrén N® 2 de McFarland. Esta suspensién fue
colocada a ebullicion por 10 minutos y se centrifugd
a 13.000 rpm durante cinco minutos. Seguidamente,
se transfirio el sobrenadante que contenia el ADN a
un tubo Eppendori® estéril, el cual se mantuvo a -20
°C hasta el momento de su uso.

Deteccion de genes bla,, ..

La deteccion de genes codificantes para TEM,
SHV y CTX-M en las cepas estudiadas, células
obtenidas por transconjugacion y plasmidos, se
hizo utilizando los iniciadores y condiciones de
amplificacién previamente descritas (cuadro 1). Las
amplificaciones se llevaron a cabo en un volumen
final de 25 pl 'y la mezcla estuvo compuesta por 2,5
pl del solucion tampdn de reaccion (10X), 1,25 pl
de MgCl, (50 Mm) 1,5 de dNTP (10 mM; Fudaim,
Venezuela), 2,5 pl de cada iniciador (10 pmol/
ul), 0,3 pl de la Taq polimerasa (5 U/pl; Fundaim,
Venezuela), 12,45 pl de agua bidestilada ultrapuray
2 pl del ADN extraido. Las amplificaciones por PCR
se realizaron en un termociclador Perkin EImer. Los
productos obtenidos se observaron en geles de
agarosa al 1 %, tefiidos con 50 pg/ml de bromuro
de etidio, y se fotografiaron con el UVP Biodoc-It
System. Como marcador de tamafo molecular, se
utilizé una escalera de 100 pb (Bioneer).

Deteccion y asociacion de ISCR1 con los genes
bla_,,, v bla

Inicialmente, se verificd la presencia del elemento
ISCR1por PCR, y suasociacion conlos genes bla,,;,
w4 Y bla., ., se determind mediante la combinacion
de varios juegos de iniciadores, siguiendo la

estrategia del mapeo por PCR (cuadro 1).

CTX-M-2

Secuenciacion de los productos amplificados

Todos los productos obtenidos a partir de las
amplificaciones por PCR se purificaron utilizando
el kit PCR-Accuprep (Bioneer) y las secuencias
nucleotidicas fueron determinadas por el Centro
de Secuenciacién y Procesamiento de Acidos
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Cuadro 1. Iniciadores utilizados para la amplificacion genes bla, .. y deteccion de elementos genéticos asociados a los genes

bla., ...y bla

CTX-M-2

Iniciador Secuencia (5°- 3') Localizacion Tamafio de Referencia
amplicén (pb) u origen

TEMF ATAAAATTCTTGAAGACGAAA bla,g,, 1105 17

TEM R GACAGTTACCAATGCTTAATCA

SHV F-S1 GGGTTATTCTTATTTGTCGC blag,,, 886 17

SHV R-S2 TTAGCGTTGCCAGTGCTC

CTX-MF ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC blagy v.grupo 1000 18

CTX-M R CCGCTGCCGGTYTTATCVCCBAC

CTX-M-1F GGTTAAAAAATCACTGCGTC blagy 860 19

CTX-M-1R TTGGTGACGATTTTAGCCGC

CTX-M-2F TTAATGATGACTCAGAGCATT bla .y 1z 900 20

CTX-M-2R GATACCTCGCTCCATTTATTGC

15 ACCGCCAACTTTCAGCACAT Int1 928 20

13 GCGTTCGGTCAAGGTTCTGG

ISEcp1 F TTCAAAAAGCATAATCAAAGC ISEcp1 1546 21

ISEcp1 R CAACCACCTTTCAATCATTTTT

I1S26 F TCACTCCACGATTTACCGCT IS26 500 22

I1S26 R CTTACCAGGCGCATTTCGCC

IS903 F CATATGAAATCATCTGCGC 1S903 473 21

IS903 R CCGTAGCGGGTTGTGTTTTC

341F CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1 469 23

341 R GAGGCTTTGGTGTAACCG

341F CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1- bla.y ., 2100 20,23

blaUp GGCTTCCAGCTGCTGTTGCAC

341F CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1- bla,,,,, 2700 19,23

CTX-M-1R GGTGACGATTTTAGCCGC

Nota: en todas las cepas se evalu6 la presencia de genes bla

Nucleicos (CeSAAN) del Instituto Venezolano
de Investigaciones Cientificas (IVIC), Caracas,
Venezuela, mediante electroforesis capilar en
un secuenciador modelo ABI 3130X2 (Applied
Biosystem), utilizando los mismos iniciadores para
la PCR. Las secuencias nucleotidicas resultantes
se analizaron mediante el uso del programa Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) del National
Center for Biotechnology Information (NCBI) y
se compararon con las secuencias genéticas
incluidas en las base de datos (www.ncbi.nim.nih.
gov/blast/).

Resultados

Todas las cepas de K. pneumoniae estudiadas
demostraron un perfil tipico que indicaba produccion
de BLEE de acuerdo con los resultados de la CIM
(cefotaxima >256 pg/ml y ceftazidima 8-32 pg/ml).
La restitucion de la sensibilidad a las cefalosporinas
se observo con el acido clavulanico (2-4 pg/ml).
Los fenotipos de resistencia de estas cepas
coincidieron con lo encontrado en el ensayo de

CTX-M-8°

bla

CTX-M-9 y b/aCTX»M-ZS'

sinergia del doble disco y la deteccién iodométrica
de la actividad enzimatica de BLEE en agar.

Estas cepas mostraron resistencia asociada con,
al menos, dos aminoglucésidos (cepas LMMkp27
y LMMkp28: AMK-TOB y LMMkp29: AMK-NET).
Las tres cepas fueron sensibles a los antibiéticos
carbapenémicos con CIM entre 0,03 y 0,125 ug/
ml (cuadro 2). Todos los factores determinantes
de resistencia se transfirieron por conjugacion en
una frecuencia de 10“ a 10® células obtenidas
por transconjugacién/célula donadora. Las células
obtenidas portransconjugacion mostraron unpatron
de resistencia similar al de las cepas donadoras
y fueron positivas en el ensayo de sinergia del
doble disco y el método de deteccién iodométrica
en agar. Los marcadores de resistencia a los
aminoglucésidos fueron cotransferidos con BLEE.

En el cuadro 3 se muestran las caracteristicas
genéticas de las células obtenidas por trans-
conjugacion obtenidas. Los ADN provenientes de
las células donadoras, las células obtenidas por
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Cuadro 2. Fenotipo de sensibilidad de las cepas de Klebsiella pneumoniae estudiadas

Antibidticos Cepas de Klebsiella pneumoniae
CIM (pg/ml)

LMMkp27 LMMkp28 LMMkp29 E. coli J53*
Cefoxitina 4 8 4 <1
Ceftazidima 32 8 32 0,125
Cefotaxima 256 >256 256 <0,03
Cefotaxima/acido clavulanico 4/4 2/4 2/4 0,125
Piperacilina/tazobactam 64/4 32/4 32/4 0,06
Aztreonam >64 32 >64 0,125
Meropenem 0,125 0,06 0,125 0,03
Ertapenem 0,06 0,03 0,06 0,03
Amikacina >64 64 128 0,25
Tobramicina 32 32 64 0,125
Netilmicina 8 4 >32 0,25
Otras pruebas
SDD + + + -
DIA + + + -

*: cepa bacteriana receptora para ensayos de conjugacion; SDD: sinergia del doble disco; DIA: deteccién iodométrica en agar.

Cuadro 3. Caracteristicas genéticas de las cepas obtenidas por transconjugacion de Escherichia coli J53

Caracteristicas

Transconjugacion de E. coli J53

genéticas EC-LMMkp27 EC-LMMkp28 EC-LMMkp29
Genes bla

TEM - -1 -
SHV - - -
CTX-M -2 -1 -2
Contenido plasmidico 150 kb 150 kb 150 kb
Grupo Inc FIIA N FIIA
Int + + +
Elementos de insercion

ISCR1 + + +
ISEcp1 - - -
1S903 - - -
1IS26 + + +
ISCR1- bla ., .. - + -
ISCR1- bla + - +

CTX-M-2

transconjugacién y plasmidos fueron analizados
para detectar genes codificantes para las BLEE de
tipo TEM, SHV y CTX-M.

Las amplificaciones por PCR con iniciadores
especificos para CTX-M y el andlisis de la
secuenciacion, revelaron que las cepas LMMkp27
y LMMkp29 portaban genes bla.,, ,,,, mientras que
el bla..,,,, asociado con bla,,, , fue detectado en
la cepa LMMkp28. Los genes bla  y ., Y blasry s
se localizaron en plasmidos de tamafio aproximado
a 150 kb, relacionados con los grupos IncFIIA e
IncN, respectivamente.

Estos plasmidos se analizaron para detectar
distintas secuencias de insercion (IS26, ISEcpl,
IS903y ISCR1), ademas de otros genes asociadas
con los genes bla, encontrandose que en todos los
casos se detectd la secuencia ISCR1 (469 pb) y

272

la IS26 (500pb). Con la estrategia de mapeo por
PCR y utilizando los iniciadores 341F—blaUp en los
pLMMkp27 y pLMMKp29, se obtuvo un amplicén
de 2.100 pb. El andlisis de la secuenciacion
determiné que la ISCR1 se encontraba a 260
pb aguas arriba y en la misma direccion del gen
bla., ,..- En el caso del pLMMkp28, un amplicon
de aproximadamente 2.700 pb se obtuvo con los
iniciadores 341F—CTX-M-1R. De igual forma, se
pudo deducir que el ISCR1 se encontraba aguas

arriba y en el mismo sentido que el gen bla;, ,, .-

Discusion

Desde hace més de una década se ha reportado K.
pneumoniae multirresistente productora de BLEE
como causante de brotes de infeccién hospitalaria

en neonatos recluidos en la Unidad de Alto Riesgo
Neonatal del Instituto Autbnomo Hospital Universitario
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de Los Andes (Mérida, Venezuela). Estos brotes
se han caracterizado por una situacion epidemio-
I6gica compleja, en la cual se han involucrado
clones diferentes, presencia de distintas BLEE vy
sus combinaciones, asi como diversas estructuras
genéticas que portan genes bla, . (15,24,25).
Actualmente, esta situacién se mantiene.

Las tres cepas de K. pneumoniae analizadas
en este estudio provenientes de neonatos con
septicemia hospitalaria, aisladas en el afio 2010,
portaban genes que codifican para BLEE de tipo
CTX-M; en dos de estas (LMMkp27 y LMMkp29) se
detectaron genes bla_,, ,,,, mientras que el bla,,
ws S€ encontré en la cepa LMMkp28. En ambos
casos, la produccion de las p-lactamasas CTX-M se

asociaron con resistencia a los amino glucésidos.

Algunos autores consideran este fenémeno de
corresistencia en Enterobacteriaceae productoras
de CTX-M, como uno de los factores que favorecen
el proceso de seleccion de genes bla.,,,,, 10 cual
resulta en una alta incidencia y distribucién en la
poblacion bacteriana (1,2).

En este contexto, los resultados de este estudio
permitieron determinar que los genes bla
wi Y blag,,, se localizaron en plasmidos por
conjugacion de aproximadamente 150 kb,
pertenecientes a los grupos de incompatibilidad
IncN e IncFIlIA, respectivamente.

CTX-

Diestra, et al. (26) y Marcadé, et al. (27), reportaron
resultados similares; ellos encontraron genes bla.,
w4 €N plasmidos del grupo IncN en cepas de E. coli
y K. pneumoniae de origen clinico. Sin embargo,
Moodley y Guardabassi (28) y Garcia-Fernandez,
et al. (29), afirman que los plasmidos IncN estan
involucrados en la transmision de genes bla,,,,
cuyo reservorio es principalmente animal. Este
hallazgo puede ser sustentado por el uso y el abuso
de cefalosporinas en la medicina veterinaria. Los
plasmidos IncN se consideran de amplio espectro
bacteriano. Por el contrario, los plasmidos IncF
son de estrecho rango, limitdndose especialmente
a los miembros de la familia Enterobacteriaceae,
pero su gran versatilidad de adaptacién celular y
evolucién de sus mecanismos de replicacion, los
relacionan con la diseminacién abrupta de las mas
relevantes variantes de BLEE de tipo CTX-M en
humanos (30); esta afirmacion es avalada por los
resultados obtenidos en este trabajo.

Las BLEE de tipo CTX-Ms se derivan de las
B-lactamasas cromosdmicas de especies de

Kluyveray lamovilizacionde los genes bla,.,, ,,ocurre

ISCR1 asociado con genes bla,, . ¥ blaz, .,

gracias a la asistencia de los llamados elementos
de insercion, tales como ISCR1 (6). Esta secuencia
de insercion anteriormente llamada orf513, que
codifica para una recombinasa hipotética y que
suele encontrarse en integrones de clase 1, se ha
asociado previamente con genes bla.., .., bla. .y 14
Y blagy 1, (2). En este estudio pudimos determinar
la presencia del ISCR1 a 260 pb aguas arriba y
en el mismo sentido que el gen bla,,,,, Por otra
parte, se ha descrito que los genes bla.,,,,, estan
mas frecuentemente asociados con la secuencia
de insercién ISEcp? (19,31). Sin embargo, Su, et
al., (32) reportaron por primera vez genes bla,
v, asociados con el elemento /ISCR1, formando
parte de un integron de clase 1 en cepas de E. coli
aisladas del hospital de la Universidad de Jiangsu
en China. Una estructura genética semejante fue
encontrada en la cepa LMMKp28 del presente
estudio, donde el gen bla,,,,, se asocié con el
ISCR1. Estos resultados podrian estar indicando la
presencia de una plataforma genética poco comun,
lo que requerird una caracterizacién mas detallada
en estudios futuros. No obstante, los hallazgos
obtenidos sugieren que el elemento de ISCR17 ha
promovido los eventos de expresiéon y movilizacion
de los genes bla.,,,,, Y blayy,.» asi como los
mecanismos de recombinacién entre los diferentes
pldsmidos estudiados.

En conclusién, esta es la primera descripcién
realizada en Venezuela, en la cual la presencia
de ISCR1 estd estrechamente asociada con la
movilizacion de los genes bla, Y bla., ., en
plasmidos por conjugacion de diferentes grupos
de incompatibilidad, IncN y IncFlIA, en cepas de
K. pneumoniae que circulan en la Unidad de Alto
Riesgo Neonatal del Instituto Autbnomo Hospital
Universitario de Los Andes. En este estudio se
enfatiza la necesidad de aplicar politicas estrictas
para el uso de los antibidticos e implementar
medidas para la contencién epidemiologica de los
genes que codifican para las BLEE.
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