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Estandarizaciéon y evaluacién de tres sistemas
de rep-PCR para la tipificacion de Klebsiella pneumoniae

José Ramén Mantilla', Ibonne Garcia, Paula Andrea Espinal y Emilia Maria Valenzuela

Resumen

Para la tipificacién de K. pneumoniae se evaluaron los resultados de tres variantes de la técnica de amplifica-
cién de secuencias repetidas (rep-PCR) comparandolos con los resultados de la tipificacién con electrofo-
resis en gel de campos pulsados (PFGE). Se analizaron dos poblaciones de K. pneumoniae: una constituida
por aislamientos causantes de infeccién nosocomial, recolectados durante un afio en un hospital de tercer
nivel y otra asociada a un brote intrahospitalario en una unidad de cuidado intensivo neonatal. La tipifica-
cién por PFGE se realiz6 con macrofragmentos obtenidos con Xbal. La rep-PCR se realizé con tres con-
juntos de iniciadores correspondientes a las secuencias, BOX, ERIC y REP. Todos los aislamientos fueron
tipificables por los tres sistemas rep-PCR y fueron discriminados de manera similar a lo obtenido con
PFGE (D = 0.978). El buen poder discriminatorio (D = 0.974) obtenido con los procedimientos
rep-PCR estandarizados permite sugerir el empleo de REP-PCR y BOX-PCR para tipificacién rapida de
aislamientos de K. pneumoniae, aplicada a estudios de epidemiologia molecular de la infeccién nosocomial.
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Summary
Standardization and evaluation of three rep-PCR systems for typefication
of Klebsiella pneumoniae

The results of three variations of the repeated sequence (rep-PCR) amplification technique for typing K.
pneumoniae were evaluated by comparing them with the results of pulsed field gel electrophoresis (PFGE)
typing. Two K. pneumoniae populations were analysed; one was constituted by isolates causing nosocomial
infection, collected throughout a year from a third-level hospital and the other was associated with an in-
tra-hospital outbreak in a neonatal intensive-care unit. PEGE typing was done with macro-fragments ob-
tained with Xbal. Rep-PCR was done with three sets of primers corresponding to BOX, ERIC and REP
sequences. All isolates were typable by all three rep-PCR systems and were discriminated similarly to re-
sults obtained with PFGE (D = 0.978). The good discriminatory power (D = 0.974) obtained with stan-
dardised rep-PCR procedures leads to the suggestion that using REP-PCR and BOX-PCR for rapid typing
of K. pneumoniae isolates can be applied to molecular epidemiology studies of nosocomial infection.
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Introduccién

Las técnicas microbiolégicas convencionales ta-
les como la biotipificacion, el anilisis de sus-
ceptibilidad a los antimicrobianos y algunas
otras basadas en el fenotipo, han mostrado limi-
taciones para la tipificacién con fines epidemio-
légicos de aislamientos bacterianos de origen
clinico (1), por lo cual en los dltimos afios se
han desarrollado procedimientos basados en el
andlisis del genomaj; entre estos se encuentra la
electroforesis en gel de campos pulsados
(PFGE) que ha sido considerada, por su exce-
lente poder de discriminacién, el estindar de
oro de la tipificacién bacteriana a nivel de sub-
especie (2-4). Si bien, la PFGE ha sido aplicada
exitosamente en estudios genéticos y epidemio-
l6gicos de diferentes organismos, es una técnica
laboriosa, requiere de equipos y reactivos cos-
tosos y consume mucho tiempo para la obten-
cién de resultados. Como alternativa para la
rapida obtencién de huellas genémicas se han
disefiado diferentes técnicas basadas en la am-
plificacién de 4cidos nucleicos, como la
rep-PCR (5-7) que agrupa diferentes metodo-
logias basadas en la utilizacién de iniciadores,
disenados a partir de secuencias repetidas pre-
sentes en diferentes especies bacterianas, entre
ellas se han referenciado las secuencias repeti-
das palindrémicas extragénicas (REP), las se-
cuencias consenso intergénicas repetidas
enterobacteriales (ERIC) y el elemento BOX,
las cuales se encuentran aleatoriamente distri-
buidas a través del genoma y pueden llegar a ser
indicativos de su estructura y evolucién (8-10).
Investigaciones previas han demostrado la utili-
dad de la rep-PCR como una herramienta pro-
misoria para estudios de epidemiologia
molecular en bacterias Gramnegativas y Gram-
positivas (5-7). Sin embargo, no se han publica-
do estudios que muestren la aplicacién de estas
técnicas en poblaciones del género Klebsiella de
origen hospitalario.
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Para la evaluacién de los tres sistemas
rep-PCR se analizaron dos conjuntos de aisla-
mientos de K. pneumoniae, asociados a infeccién
nosocomial, provenientes de dos centros hospi-
talarios de tercer nivel de atencién. Las agrupa-
ciones genéticas obtenidas con los tres
conjuntos de iniciadores se compararon entre si
y con las obtenidas mediante PFGE.

Materiales y Métodos

Aislamientos bacterianos

Se estudiaron dos poblaciones de Klebsiella
pneumoniae asociadas con infecciones nosoco-
miales de dos centros hospitalarios. La pobla-
cién A conformada por 11 aislamientos de K.
pneumoniae asociados a un brote infeccioso in-
trahospitalario, acontecido entre enero y marzo
de 2002 en el Hospital El Tunal de Bogotd; de
estos, ocho fueron aislados desde pacientes y
tres desde fuentes inanimadas relacionadas con
la atencién de los pacientes; adicionalmente se
incluyeron dos cepas de K. pneumoniae no aso-
ciadas al brote pertenecientes al cepario del La-
boratorio de Epidemiologia Molecular, del
Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional de Colombia (Tabla 1). la poblacién B
constituida por 22 aislamientos de Klebsiella
pneumoniae provenientes de 18 pacientes del
Hospital Universitario Clinica San Rafael de
Bogotd(HUCSR) (Tabla 1). Los aislamientos
fueron identificados por el sistema manual API
20E (bioMérieux ®). y los patrones de suscep-
tibilidad fueron determinados por el método
automatizado MicroScan

Tipificacién por sistemas rep-PCR

EIADN se obtuvo de células en fase logaritmica
suspendidas en TE (Tris. HCl 10mM, EDTA
ImM, pH 8) lisadas con lisozima (0.2 mg/ml)
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durante 10 minutos a 37C y luego con protei-
nasa K (0.6 mg/ml) durante 15 minutos a 37 C.
El lisado se someti6 una vez a extraccién con fe-
nol saturado durante cinco minutos, la fase
acuosa se separé por centrifugacién a 4°C, du-
rante 40 minutos a 12.000 g. Luego se realiza-
ron dos extracciones con fenol-cloroformo y
dos con cloroformo-isoamilico, con separacio-
nes de la fase acuosa por centrifugacién a 4 °C
durante 10 minutos a 12.000 g. El ADN de la
fase acuosa se precipité con un volumen de ace-
tato de amonio 10 My dos volimenes de etanol
absoluto. El ADN recuperado por enrrolla-
miento en capilar de vidrio y lavado con etanol
al 70%, se disolvié en TE pH 7.5 y se almacené
a -20°C hasta la amplificacién por reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR del ingles Poli-
merase Chain Reaction). El ADN se cuantificé
por valoracién electroforética comparandolo
con concentraciones conocidas de ADN de fago
lambda (11).

Para la tipificacién ERIC-PCR (8) se utili-
zaron como iniciadores a las secuencias
ERICIR: 5’ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3
y ERIC2:
5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’; para
REP-PCR a las secuencias
REPIR: 5’-IIINCGNCGNCATCNGGC-3’ y
REP2-Dt: 5’NCGNCTTATCNGGCCTAC-3’
(5) y para BOX-PCR la secuencia BOXAIR:
5 -CTACGGCAAGGCGACGCTGACG-3’ (5).

En un termociclador Perkin-Elmer®
2400 se amplificaron 100 ng de ADN dispues-
tos en un volumen de reaccién de 25 ul que
contenfa 200 #M de cada ANTE, 6 mM de clo-
ruro de magnesio, 2 mM de cada iniciador,
0.16 mg/ml de BSA, 5% de dimetilsulféxido
(DMSO) para REP-PCR y 10% de DMSO para
ERIC y BOX-PCR y una unidad de Taq DNA
polimerasa recombinante (Invitrogen®). Para
la amplificacién REP-PCR el ADN se desnatu-
raliz6 durante 7 minutos a 94 °C, luego se
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amplificé durante 30 ciclos que comprenden:
desnaturalizacién (92°C, 30 segundos), asocia-
cién (60°C, 1 minuto) y extensiéon (70 °C, 3
minutos) seguidos por un paso de extensién fi-
nal a 70 °C durante 8 minutos. Para ERIC-PCR
se siguieron las mismas condiciones de tiem-
po-temperatura, excepto que la temperatura de
asociacién fue de 52°C, 1 minuto. Para
BOX-PCR las condiciones fueron un paso ini-
cial de desnaturalizacién de 5 minutos a 95°Cy
luego 30 ciclos de: desnaturalizacién (92 °C ,
30 segundos), asociacién (60 °C, 1 minuto) y
extensién (65 °C, 8 minutos) seguidos por un
paso de extensi6n final a 65 °C durante 8 minu-
tos. Los productos amplificados se separaron
electroforéticamente a 4.6 V/ cm por 3 horas en
geles de agarosa al 2% con buffer TBE 0.5X.
Los geles se tifieron con solucién de bromuro
de etidio (1.0 gg/ml) durante 5 minutos y se la-
varon con agua durante una hora. El patrén de
bandas se registr6 y almacené en el sistema
Gel-Doc ® (Bio-Rad).

La reproducibilidad de los protocolos mo-
dificados para los tres sistemas de rep-PCR, se
evalu6 amplificando por duplicado el mismo
conjunto de muestras en diferentes dias.

Tipificacion por electroforesis en gel
de campos pulsados (PFGE)

Para la electroforesis en gel de campos pulsa-
dos, las células obtenidas de un cultivo en caldo
BHI (Ox0id®) se colectaron por centrifuga-
cién y se resuspendieron en solucién PIV
(Tris. HCl 1M y NaCl IM, pH 7.6), la suspen-
sién celular se mezclé con agarosa de bajo pun-
to de fusién (Boheringer Mannheim®) a 50 °C
y se adicion en moldes (Bio-Rad). Los bloques
de agarosa se removieron e incubaron en solu-
cién de lisis (Tris. HCl 1M y NaCl 1M EDTA
0.1M, Brij58 0.5%, deoxicolato 0.2%, lauril
sarcosinato de sodio 0.5%, ribonucleasa A 50
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ug/mly lisozima 1 mg/ml, pH 7,6) a 37°C du-
rante 24 horas; se reemplaz6 la solucién de lisis
por ESP (EDTA 0.4M, lauril sarcosinato de so-
dio 1% y proteinasa K 0.5 mg/ml pH 9.0) y se
incubé a 50 °C por 24 horas. Los bloques se la-
varon con TEF 1X (Tris 5 mM, EDTA 5 mM,
fenilmetilsulfonilfluoruro 1 mM, pH 7.5) a 37
°Cy posteriormente con TEF 0.1 X a 37 °C. La
digestion con 10 U de Xbal (Gibco-BRL) por
bloque se realizé durante 18 horas. Los bloques
se colocaron en un gel de agarosa al 1% en buf-
fer TBE 1X. La electroforesis se realizé con el
equipo para campos pulsados Chef-DRIII
(Bio-Rad), con pulsos de 5 a 60 segundos por
20 horas a 200 voltios (12). Los geles se tifieron
con solucién de bromuro de etidio (1 g/ml) du-
rante 5 minutos y se lavaron con agua durante
una hora. El patrén de bandas se registré y al-
macené en el sistema Gel-Doc ® (Bio-Rad).

Analisis de perfiles electroforéticos

Se gener6 una matriz de presencia/ausencia por
inspeccién visual de los perfiles electroforéticos
y se analiz6 mediante el software NTSYSpc ver-
sién 2.0 con el algoritmo de agrupamiento
UPGMA.

El coeficiente de similitud o coeficiente de
DICE (S) fue calculado de acuerdo con la ecua-
cién: S = 2.N,3 /A+B ; en donde N,; es el nd-
mero de bandas similares entre dos
aislamientos y A+ B es la suma total del niimero
de bandas de los aislamiento a y b. Indice de si-
militud es igual a S multiplicado por 100.

Criterios de evaluacién
de los procedimientos de tipificacién

El poder discriminatorio puede ser definido
como la probabilidad de que dos cepas escogi-
das al azar de una poblacién de cepas no rela-
cionadas sean distinguidas por el método de
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tipificacién (13). Con base en esta definicién se
creé el indice numérico de poder de discrimi-

naci6n (D).
S

1
D—I—N<_1)2xl(x]—l)

J-

Donde § niimero de tipos, Xj es la frecuencia del
j-ésimo tipo y N es el tamario de la poblacién.

La capacidad de tipificacién de la técnica se
determiné contando el niimero de aislamientos
que se asignaron a un tipo especifico, este ni-
mero se dividié entre el niimero total de aisla-
mientos y se multiplicé por cien, para obtener
el porcentaje de tipificacién

Resultados y discusién

Para la estandarizacién de las condiciones de
amplificacién con los tres sistemas rep-PCR fue
necesario hacer modificaciones a protocolos
propuestos para la tipificacién de otros géneros
de bacterias (6,7,14-16). En el procedimiento
original se recomienda usar 1.25 mM de de la
mezcla de nucle6tidos (ANTPS). En este traba-
jo fue suficiente una concentracién final 0.2
mM de dNTPs; concentraciones mas altas (0.6
mMy 1.2 mM) causaron inhibicién de la ampli-
ficacién debida a una posible disminucién de la
concentracién 6ptima efectiva del ién magnesio
probablemente quelado por el exceso de nu-
cleétidos (17). Los resultados de la amplifica-
cién con la variante REP-PCR, a la temperatura
de asociacién sugerida (8) no fueron satisfacto-
rios. Para lograr amplificaciones reproducibles
fue necesario incrementar en 20°C el valor de
esta temperatura. La falta de reproducibilidad a
temperaturas de asociacién relativamente bajas
(40 - 45°C) puede ser debida a la inespecifici-
dad asociada con el uso de iniciadores “degene-
rados” que pueden generar un exceso de
fragmentos inespecificos.
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Los patrones electroforéticos generados
con el iniciador BOX mostraron entre 14y 20
bandas de ADN con tamafios entre 0.3 y 2.5
Kb; con ERIC-PCR del0 a 13 bandas y con
REP-PCR entre 16 y 25 bandas (Figura 1).

Los 13 aislamientos de la poblacién A se
clasificaron por el sistema BOX-PCR en cuatro
tipos electroforéticos (B1 a B4). Con este mar-
cador 10 de los 13 aislamientos se agruparon en
el mismo tipo electroforético con un 100% de
similaridad (Figura 1C). En este grupo clonal
quedaron incluidos los 8 aislamientos de K.
pneumoniae recuperados desde hemocultivos y
dos de los tres aislamientos obtenidos de obje-
tos inanimados. El patrén electroforético B2,
correspondiente al aislamiento recuperado
desde un termémetro (cepa 09-A), fue diferen-
te en 4 fragmentos con respecto del grupo clo-
nal y se asocié con este grupo con un porcentaje
de similaridad de 84% por lo cual solo fue con-
siderado como epidemiolégicamente relacio-
nado. Igualmente este aislamiento mostré un
patrén de susceptibilidad diferente a los obser-
vados con los aislamientos del clon Bl, los

M 0z B3 8¢ 08 b6 B 87 W 09 0 1L

cuales fueron esencialmente iguales. Con este
marcador los aislamientos (12-A y 13-A) fue-
ron relacionados con respecto al clon con por-
centajes de similaridad del 78% y 76%
respectivamente. Con el sistema REP-PCR, los
trece aislamientos fueron agrupados de manera
similar a lo encontrado con BOX-PCR; entre
los 10 aislamientos estrechamente relacionados
se observaron dos aislamientos con tipos elec-
troforéticos que diferian en una sola banda con
respecto al grupo de aislamientos que presenta-
ron un 100% de similaridad (Figura 1). Tenien-
do en cuenta los criterios de Malathum (6),
quien propone que aislamientos que difieren en
s6lo una banda se deben considerar como per-
tenecientes al mismo grupo clonal; estos dos
aislamientos se inc]uyeron como pertenecien-
tes al clon epidémico R1. El aislamiento obteni-
do del termémetro también presenté un patrén
electroforético diferente y fue relacionado con el
cl6n epidémico R1 con un porcentaje de simila-
ridad de 83% Los perfiles electroforéticos R3 y
R4 correspondientes a los aislamientos utiliza-
dos como aislamientos de control, externos al

D1-4
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03-4
04-4

05-4

10-4

T T T T T
00 838 039

Coefficient

T T 1
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Figura 1. A. Diagrama de perfiles electroforéticos REP-PCR. Carriles 01 a 13 perfi-

les de los aislamientos 01-A a 13-A; M: Marcador de peso molecular. B. Dendrograma
derivado del anélisis UPGMA; Coefficient: Coeficiente de similitud.
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brote, fueron diferentes y quedaron agrupados
con porcentajes de similaridad del 70 y 69%
respectivamente. Con el sistema ERIC-PCR los
aislamientos de la poblacién A se clasificaron en
4 grupos electroforéticos (E1 a E4) de manera
similar a las otras dos variantes de rep-PCR

La tipificacién por electroforesis en gel de
campos pulsados (PFGE) de la poblacién A se di-
ficulté por la degradacién del ADN de los aisla-
mientos pertenecientes al clon causante del
brote. Este problema fue parcialmente superado
mediante la utilizacién de varios lavados con in-
hibidores de proteasas como el fenilmetilsulfo-
nilfluoruro (PMSF). Con este tratamiento fue
evidente la diferencia entre los patrones electro-
foréticos del aislamiento obtenido del terméme-
tro y los de los aislamientos asociados al brote. La
degradacién del ADN en el proceso de campo
pulsado también se ha informado con otros tipos
de bacterias como Vibrio parahemoliticus (14) y
Clostridium difficile (18) y estos investigadores
sugieren la basqueda de alternativas que asegu-
ren mayor porcentaje de tipiﬁcacién.

Para una mejor comparacién del poder de
discriminacién de rep-PCR frente a PFGE, se es-
tudi6 una poblacién heterogénea (poblacién B)
constituida por un conjunto de aislamientos pro-
venientes del Hospital Universitario Clinica San
Rafael, asociados a infeccién nosocomial de tipo
endégena. En el anilisis de agrupamiento me-
diante PFGE de esta poblacién se obtuvieron 22
patrones electroforéticos, uno por cada aisla-
miento, constituidos por 14 a 20 bandas de ma-
crofragmentos con tamafios entre 48 Kb y 727
Kb. Teniendo en cuenta los’ criterios de Tenover
(4) los aislamientos se agruparon en 17 tipos
electroforéticos (P1 a P17) (Tabla 2 y Figura 2);
cinco de ellos conformados por 2 aislamientos
cada uno, relacionados con coeficientes de simi-
laridad superiores a 0.87 (indice de similitud del
87%) por lo cual fueron considerados como es-
trechamente relacionados entre si. El andlisis de
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agrupamiento de este conjunto de aislamientos
(poblacién B) mediante el sistema REP-PCR uti-
lizando puntos de corte en el dendrograma supe-
riores a 0.87 (Figura 2) se presentaron 17 tipos
electroforéticos: trece constituidos por un solo
aislamiento, tres con dos aislamientos cada uno
(R1, R10 y R 16) y uno con tres aislamientos
(R4). Idénticas agrupaciones fueron encontrados
con BOX-PCR y ERI-PCR, El anilisis de agru-
pamiento de la poblacién B con los sistemas
rep-PCR mencionados fue similar al obtenido
con PFGE, excepto para el caso de dos aisla-
mientos que fueron considerados como estre-
chamente relacionados mediante PFGE (tipo
electroforético P3) los cuales fueron discrimina-
dos como diferentes con REP-PCR y BOX-PCR
(R11/B16 y R12/B17) (Tabla 2 y Figura 2).

En el andlisis del contendido del ADN
plasmidico de estos aislamientos, realizado de
acuerdo alo descrito con Sambrock y col (11),
se observaron perfiles plasmidicos diferentes;
asi, el aislamiento 257 (R11/B16) contenia un
pldsmido con tamano aproximado de 23 Kb y
el aislamientos 1114 (R12/B17) dos plasmi-
dos con tamafios entre 4 Kb y 6 Kb (estos re-
sultados no se muestran). Aunque estos
aislamientos provenian del mismo paciente, el
patrén de susceptibilidad y el andlisis del ADN
plasmidico demostraron que eran genética y
fenotipicamente diferentes. En este caso es
posible que se trate de cepas con cromosomas
muy parecidos que han adquirido elementos
extracromosomales diferentes, que poseen se-
cuencias amplificables por los sistemas
rep-PCR y que generan patrones electroforéti-
cos diferentes. Otra discrepancia entre los re-
sultados obtenidos con las dos metodologias
fue la agrupacién del aislamiento 63538, el
cual fue relacionado, mediante rep-PCR como
estrechamente relacionado con los aislamien-
tos 74085 y 67228 en el tipo electroforético
R4/B4, mientras que PFGE discrimino al
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aislamiento 6353S en un tipo electroforético
(P15) completamente diferente al del grupo
P8, constituido por los aislamientos 7408S y
6722S. En este caso la PFGE logré una mejor
discriminacién que rep-PCR, puesto que el
aislamiento 63538, presenté un patrén de sus-
ceptibilidad muy diferente a los del grupo P8 y
fue aislado en fecha y unidad de servicio hospi-
talario diferente. Las dos discrepancias mencio-
nadas sugieren la necesidad de utilizar por lo
menos dos marcadores de genotipificacién di-
ferentes para lograr establecer con mds eficacia
las posibles relaciones entre aislamientos. Con
ERIC-PCR se obtuvo una menor capacidad de
discriminacién (D = 0.944). Los indices dis-
criminatorios para los sistemas REP-PCR y
BOX PCR fueron de igual valor: D = 0.974, se-
mejante al obtenido con PFGE: D = 0.978
Ademais de la capacidad de discriminacién,
a los métodos de tipificacién se les evalda con
base en la capacidad de tipificacién, reproducibi-
lidad, facilidad de interpretacién y de ejecucién
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en el laboratorio (19). Teniendo en cuenta a las
dos poblaciones estudiadas la capacidad de tipifi-
cacién de PFGE fue solamente del 71% ( o del
96%, si se considera el conjunto de aislamientos
asociados al brote como una sola cepa). Por el
contrario con los tres sistemas de rep-PCR, y
usando ADN purificado la capacidad de tipifica-
cién fue del 100%. Los sistemas BOX-PCR y
REP-PCR, bajo las condiciones establecidas
mostraron buena reproducibilidad. Con el siste-
ma ERIC-PCR la reproducibilidad fue menor y
fue mas dependiente de la concentracién y pure-
za del ADN molde.

Otro criterio importante de evaluacién de
los métodos de tipificacion es la facilidad de
ejecucion en el laboratorio. PFGE es sin duda
una técnica més laboriosa, que consume mas
tiempo y requiere de equipos mas especializa-
dos y costosos en comparacién con las técnicas
basadas en PCR. Para la ejecucién de PFGE se
requieren minimo 6 dias para la obtencién de
resultados y con rep-PCR solamente dos dias.
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Figura 2. Anilisis de agrupamiento con el algoritmo UPGMA de la poblacién B: A la izquierda dendrograma mediante

PFGE y a la derecha con REP-PCR. Flecha discontinua: aislamiento 5254 por duplicado. Flechas continuas y delgadas:

aislamientos agrupados de manera similar. Flecha de trazo grueso: aislamientos que se agruparon diferente con las dos

técnicas.
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Estandarizacién y evaluacion de tres sistemas de rep-PCR para la tipificacion de Klebsiella pneumoniae

Ademids de considerar los criterios de eva-
luacién, es importante mencionar que la rela-
cién de los resultados de tipificacién con la
informacién epidemiolégica, permiten validar
estas técnicas para su aplicacién en estudios de
epidemiologia molecular de aislamientos bacte-
rianos. En el presente estudio, se pudo estable-
cer con ambas metodologias que 10 de los 11
aislamientos relacionados epidemiolégicamen-
te correspondian a un clon causante de un brote
de origen hospitalario y se detectaron como
fuentes de diseminacién a objetos inanimados
que fueron utilizados en el manejo de los
pacientes.

En conclusién, los resultados obtenidos
con las tres metodologias de rep-PCR fueron
concordantes entre si y con PFGE. Teniendo en
cuenta los criterios de evaluacion de los méto-
dos de tipificacién y la informacién epidemio-
légica, se puede considerar a rep-PCR como
una metodologia alternativa a la PFGE con una
buena reproducibilidad y un similar poder de
discriminacién para la tipificacién de Klebsiella
pneumoniae. De igual manera, puede ser muy
atil para tamizar genotipicamente grandes po-
blaciones, para la deteccién rapida de brotes y
como sistema de tipiﬁcaci(’)n complementario
de otros marcadores como, el antibiotipo, el ri-
botipo, el perfil plasmidico o de sistemas mds
discriminatorios como PFGE, en estudios en
donde sea necesario precisar el tipo de relacio-
nes genéticas.
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