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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram negativa de importancia médica, debido a
su capacidad de generar diferentes infecciones en el humano dentro o fuera de ambientes
hospitalarios. Ademas, esta bacteria también tiene la capacidad de ser resistente a un
elevado numero de antibioticos, como los carbapenémicos, antibioticos de ultima linea
empleados para el tratamiento de infecciones complejas hospitalarias. Para el 2012 en
Colombia se reporta un elevado incremento en aislamientos de K. pneumoniae en UCI,
generando un 15% de los casos infeccion, con un incremento del 7% en la resistencia a
carbapenémicos. El mecanismo de resistencia a carbapenémicos de Klebsiella pneumoniae
es la produccion de la enzima KPC, la cual es codificada por el gen blakpc. Este gen ha
presentado una alta propagacion debido principalmente a su movilizacion por diferentes
isoformas del transposon Tn4401, un elemento genético que se ha movilizado en varios
plasmidos de esta bacteria. En 2021 el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana
identifico al transposén Tn6454, un nuevo elemento no relacionado con el Tn4401
(NTEkpc-1e), €l cual también albergaba el gen blaxpc, con un tamafio de 6.648pb, dentro de
un plasmido IncN de 15.947pb (p33Kpn12-KPC) en la cepa 33Kpnl2 de K. pneumoniae.
Teniendo en cuenta el impacto clinico que tiene esta nueva plataforma genética, el objetivo
de este proyecto fue analizar la movilizacion del transposon Tn6454 en el aislamiento
33Kpnl2 de Klebsiella pneumoniae. Para cumplir con este objetivo se plantearon dos
estrategias metodoldgicas diferentes, la primera se basé en el método de conjugacion en
medio liquido donde la cepa donadora fue la 33Kpnl2 de K. pneumoniae y la cepa
receptora fue E.coli J53; la segunda estrategia se bas6 en el método de conjugacion en
medio solido, donde la cepa donadora fue E.coli K12 transformada y la receptora fue

E.coli J53. Finalmente, se obtuvo una poblacion bacteriana resistente a Trimetoprim-
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sulfametoxazol, Meropenem y Azida de Sodio, sugiriendo la posible movilizacién de los
plasmidos, que albergan los genes de resistencia a cada uno de estos antibidticos. Para la
confirmacion de la movilizacion de Tn6454, se realizaron pruebas moleculares mediante la
técnica de PCR convencional, identificando la presencia de Tn6454 dentro de una
poblaciéon bacteriana, en un ambiente gendmico diferente al descrito en el plasmido

p33Kpn12-KPC, lo que sugiere que el transposon se movilizé de manera independiente.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae, Conjugacion, Tn6454, Resistencia, blaxpc
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INTRODUCCION

Desde principios del siglo XXI, las enfermedades infecciosas han sido la causa mas
importante de muerte en la humanidad (Ventola, 2015), por tal razon la introduccion de los
antibidticos durante el siglo XX supuso una de las intervenciones mas importantes para su
control, aumentando la esperanza de vida unos afos mas en la poblacion, estos han salvado
millones de vidas y han revolucionado el mundo de la medicina y la investigacion,
generando progresos en campos como trasplantes de organos sdlidos y de progenitores
hematopoyéticos, la supervivencia de prematuros e inmunodeprimidos etc., donde las
infecciones son especialmente prevalentes e importantes (Alos, 2015). Sin embargo, desde
hace pocos afios, la resistencia bacteriana a los antibioticos se ha presentado como una
nueva amenaza contra la eficacia de los fArmacos; esta es definida como la capacidad de las
bacterias a sobrevivir y crecer en presencia de uno o mas antibidticos, para asi continuar

causando la infeccion (Barrantes et al, 2022).

Aunque en algunas especies poseen mecanismos de resistencia intrinsecos, debido al uso
inadecuado de los antibidticos y la exposicion de las bacterias a estos, la resistencia se
desarrolla rapidamente (Barrantes et al, 2022). Este problema aumenta en todo el mundo a
niveles peligrosos, cada dia aparecen y se propagan nuevos mecanismos de resistencia que
ponen en peligro nuestra capacidad para tratar las enfermedades infecciosas comunes
(Lirola et al, 2022). El gobierno del Reino Unido, realiz6 una revision sobre la resistencia a
los antimicrobianos, en la que se argumentd que este problema podria aumentar la
mortalidad a 10 millones de personas por afio para 2050 (Murray et al, 2022). La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) y diferentes grupos de investigacién estan de

acuerdo en que la propagacion de la resistencia microbiana es un problema urgente. La
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tendencia en diferentes partes del mundo y las principales combinaciones de patéogenos y
farmacos que contribuyen a la carga de resistencia bacteriana son cruciales. Si no se
controla, la propagacioén podria hacer que muchos patogenos bacterianos sean mas letales

en un futuro (Resistencia a los antibioticos, 2020).

La rapida diseminacion de bacterias resistentes amenaza con el incremento de las fallas
terapéuticas, entre los principales patdgenos resistentes a antibidticos se encuentra
Klebsiella pneumoniae, un bacilo Gram negativo de gran importancia clinica a nivel
mundial. Esta bacteria presenta una gran variedad de mecanismos patégenos la cual la hace
un agente causal de infecciones hospitalarias altamente frecuentes (Lopez & Echeverri,
2010), como infecciones en el tracto respiratorio, urinario y bacteriemia (Paterson et al.,

2004).

En 2014, la OMS declar6 que K. pneumoniae era la principal causa de infecciones
asociadas a bacterias resistentes a carbapenémicos (antibidticos de ultima linea) en todo el
mundo, debido a que puede ser portadora de genes que codifican a enzimas tipo
carbapenemasa que confieren resistencia a estos antibidticos (World Health Organization,
2014). La enzima mas frecuente en K. pneumoniae para combatir los carbapenémicos, es la
enzima KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), este tipo de enzima presenta mas de
30 variantes siendo blaxpc-> la variante alélica mas diseminada en todo el mundo (Wozniak
et al., 2021). El primer reporte que se realiz6 en Colombia de K. pneumoniae con blaxpc-»
fue realizado en un aislamiento clinico de Medellin (Vera et al., 2017) y desde ese
momento se ha evidenciado una rapida diseminacién del gen blakpc-2, 1a cual ha surgido por
la transferencia horizontal de genes asociados a elementos genéticos modviles como el

transposon Tn4401 (Melgarejo et al, 2013), este actua como el principal mecanismo de
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movilizacion del gen blaxpc-2, el transposon se introduce en diferentes partes del genoma ya
sea en cromosoma o plasmido, donde posteriormente pueden transponerse a otras bacterias
de manera horizontal mediante conjugacion, en el cual ocurre un intercambio genético entre
diferentes bacterias ocasionando la movilizacion de genes de resistencia (Alos, 2015); la
alta circulacion de los plasmidos con el gen blakec, ha incrementado la aparicion de
aislamientos resistentes en los ambientes hospitalarios, por lo que el analisis genomico de
los elementos genético moéviles asociados a este determinante de resistencia se hace

relevante para la epidemiologia local (Orlek et al., 2017).

En un hospital de Bogotd, Colombia, durante el ano 2014 a 2016 se analizaron 143
aislamientos de K. pneumoniae, portadores del gen blaxrc-2 en 69 pacientes hospitalizados,
los cuales presentaban en su mayoria mas de un aislamiento bacteriano, en los que se
estudio la variabilidad genética post endémica intra e interpaciente de los aislamientos de
K. pneumoniae productoras de la enzima KPC de una cohorte de pacientes de esta
institucion. Todos los analisis correspondientes se llevaron a cabo por el Laboratorio de
Genética Molecular Bacteriana de la Universidad El Bosque y el Grupo de Investigacion en
Enfermedades Infecciosas de la Universidad Nacional de Colombia. Durante el proyecto se
reportd una paciente que presentaba 14 diferentes aislamientos de K. pneumoniae, que se
asociaron a tres clones diferentes: ST258, ST504 y ST846 y un aislamiento de K. variicola
(ST182) que albergaba blaxpc. Posteriormente un aislamiento representativo por cada clon
fueron secuenciados y analizados, se estudiaron las regiones adyacentes de blaxpc y se
establecidé dos transposones similares de la familia Tn3: Tn4401b y Tn6454 (una nueva
estructura genética) involucrados en la adquisicion de este gen de resistencia. El nuevo

transposon Tn6454 se identifico en los aislamientos 33Kpn9 y 33Kpn12 y 33Kvalé6.
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Se realizd una comparacion de la secuencia completa del pldsmido p33Kpnl2-KPC
(ColRNAI) con la base de nucledtidos del NCBI, esta arrojo6 mas de treinta entradas, la
mayoria correspondi6 al plasmido naive, sin determinantes de resistencia, reportado en K.
pneumoniae. Siendo mas relevante aun, habian dos resultados para dos plasmidos idénticos
(pRIVM_C014906 3 y pRIVM_CO018535 2) que albergaban el Tn6454 informado en dos
aislamientos de K. pneumoniae productoras de KPC de Paises Bajos. Estos aislados
holandeses también albergaban otro plasmido IncFIB(K) (pRIVM C014906 1 vy
pRIVM _C018535 1) con una copia de Tn 6454. Adicionalmente la secuencia TN6454 de
los plasmidos de K. pneumoniae y del plasmido IncN K. variicola, se encontrd en dos
plasmidos IncN adicionales de dos aislados colombianos de E. coli: pECAZ159 2 y

pEC881 KPC.

La estructura de la nueva plataforma Tn6454 consta de genes TnpA y TnpR codificando
una transposasa y una resolvasa, necesarias para la movilizacion del elemento genético; y
albergando como genes pasajeros blaxpc2 , y restos de un AIS Kpn6 y A blarem, dos
repeticiones invertidas a los extremos y dos TSD de 5 pb, a partir de esta secuencia se pudo
determinar como un posible mecanismo que estd movilizando blaxpc-2, con esta secuencia
se pudo caracterizar este mecanismo de movilizacion como un transposén NTExpc.ie
perteneciente a la familia Tn3 nombrado como Tn6454 el cual es posible que genere la
movilizacion del gen blaxpc-> (Abril et al,. 2021). Sabiendo lo anterior, el presente proyecto
analiza la movilizaciéon del transposon Tn6454 en la cepa 33Kpnl2 de Klebsiella

pneumoniae por medio de conjugacion “in vitro”.
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1 PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Antecedentes del Problema

La resistencia a antibidticos se ha convertido en un problema de salud publica mundial de
caracter urgente, y conforme salen al mercado nuevos antibioticos las bacterias evolucionan
rapidamente y son capaces de sobrevivir a su efecto (Barrantes et al, 2022), K. pneumoniae,
es uno de los principales ejemplos de esta problematica, debido a que aislamientos de esta
bacteria han adquirido resistencia a los carbapenémicos, los cuales son el ultimo recurso de

antibidticos que se emplea para combatir infecciones generadas por la bacteria

Los carbapenémicos son [B-lactimicos de amplio espectro con eficacia en infecciones
graves causadas por cepas productoras de P-lactamasas de espectro extendido (BLEE)
(Caceres et al, 2021). La resistencia a carbapenémicos en K. pneumoniae se debe a la
produccion de carbapenemasas, principalmente, a la enzima KPC. El primer reporte de
KPC se dio en un hospital de Carolina del Norte en el afo 1996, desde entonces los
aislamientos de K. pneumoniae con KPC se han distribuido por todo el mundo causando
gran variedad de infecciones y enfermedades graves. Hasta la fecha se ha reportado una
gran variedad del gen blaxrc-2 en diferentes especies de Enterobacterias, la diseminacion de
este gen se debe a plasmidos que presentan isoformas del transposén Tn440/ y elementos
no relacionados a los Tn4401 (NTE xpc - Non-Tn4401 related element) (Ruiz-Castellanos
et al, 2022).

El trabajo realizado por Abril y colaboradores en el afio 2021 describe la identificacion
del aislamiento de K. pneumoniae (33Kpn12) resistente a carbapenémicos en un hospital de
tercer nivel en Bogota, Colombia. Durante el trabajo se revisaron las historias clinicas de 68

pacientes hospitalizados con aislamientos KPC-Kp en un estudio retrospectivo y
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descriptivo entre 2014 y 2016, en el curso del trabajo el aislamiento 33Kpnl2 toma gran
interés debido a que presenta el gen de resistencia a carbapenémicos (blaxpc-2) dentro de un
elemento movil correspondiente a un transposoén de la familia Tn3, pero no se identifico
ninguna plataforma conocida con la movilizacion del gen. Dentro de la metodologia se
emplea una electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y la tipificacion multiLocus de
secuencias (MLST), dando como resultado el agrupamiento de este aislamiento como una
secuencia tipo 504 (ST504) y observandose una transposasa con alta tasa de identidad y
cobertura con la transposasa de la familia Tn3 y una resolvasa que juntas se encargan de la
movilizacion, presenta dos genes truncados que son blatem y tnpA de ISKpn6, dos
invertidos repetidos en los extremos y dos TSD de 5 pb. A partir de esta secuencia se pudo
determinar un posible mecanismo que estd movilizando blaxpc-2, con la estructura de un
transposon de tipo NTEkpc.ne perteneciente a la familia Tn3 nombrado como Tn6454 el
cual es posible que genere la movilizacion del gen blakpc-2 ya que de acuerdo con algunos
alineamientos realizados en este estudio, la secuencia del pldsmido con el Tn6454 ya se
habia reportado en diferentes paises con un 99% de identidad. Siendo este el primer

informe de este clon que moviliza el gen blaxpc-2, mediante el nuevo transposon Tn6454.

1.2 Planteamiento del Problema

Klebsiella pneumoniae es un microorganismo Gram negativo, que se encuentra en el
medio ambiente, y puede generar diferentes infecciones en el humano, como neumonia,
sepsis, infecciones de tejidos blandos y de sitio operatorio. Este microorganismo es la
segunda bacteria causante de infecciones en pacientes hospitalizados debido a varias
importantes caracteristicas genéticas que posee, como mecanismos de evasion del sistema

inmune, produccion de factores de virulencia, y una extraordinaria capacidad para adquirir
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DNA foraneo. Esta ultima caracteristica, le permite adquirir mecanismos de resistencia a
los antibioticos, moléculas utilizadas para el tratamiento de sus infecciones, permitiéndole
sobrevivir a estos (Ashurst y Dawson, 2018). A través del tiempo, K. pneumoniae ha
logrado adquirir multiples genes de resistencia a varias familias de antibidticos,
produciendo cepas multirresistentes, las cuales son mucho mas dificiles de tratar. Las
infecciones intrahospitalarias causadas por K. pneumoniae multirresistente incrementan las
tasas de mortalidad casi en un 50%, especialmente en pacientes con bacteriemia (Sanctis et

al, 2018, Montufar et al, 2016).

En Colombia, K. pneumoniae es sefialada como el cuarto patdégeno hospitalario causante
de infecciones (Robledo & Robledo, 2000). Entre los afos 2009 y 2010, se encontraron 6
hospitales de tercer nivel con presencia de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos,
demostrando asi que esta tiene la mayor prevalencia con 19,1% (Montuafar et al, 2016).Para
el 2012 los analisis microbioldgicos en las UCI mostraron, un elevado incremento en
aislamientos de K. pneumoniae, generando 15% de los casos infeccion dentro de las UCI
con un incremento del 7% en la resistencia a carbapenémicos. En la Figura I muestra como
para el afio 2021, K. pneumoniae se posiciona en el primer lugar de microorganismos con
mayor porcentaje de distribucion en servicios UCI (INCI, 2021). Adicionalmente la Figura
2 muestra la resistencia a carbapenémicos por parte de K. pneumoniae durante los afios
2012 y 2018. A partir del 2012 se ve un aumento de la resistencia de Klebsiella
pneumoniae donde se evidencia un aumento de casi el doble para el meropenem y el
imipenem y del 5 % para la ciprofloxacina en un periodo de 6 afios. En el caso del
cefotaxim y el cefriazone no hay un aumento considerable en la resistencia ademds de que

hay ausencia de datos durante algunos afios. En el caso de la gentamicina y el tazobactam

17



los datos muestran un aumento y posteriormente una disminucidon que sobrepasa los datos

de la resistencia inicial.

Candida tropicalis

Proteus mirabilis

Serratia marcescens
Enterococcus faecalis
Staphylococcus epider midis
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Staphylococcus aureus
Escherichia coli
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Figura 1. Distribucion de microorganismos en UCI adulta en el aiio 2021 (INS[,2021)
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Figura 2 Datos sobre la resistencia de Klebsiella pneumoniae frente a diversos antibioticos en uso
clinico en Colombia durante el aiio 2012 al 2018. Los antibidticos se representan por diferentes
colores. CIP: Ciprofloxacina, CRO: Ceftriazone, CTX: Cefotaxima, GEN: Gentamicina, IMP:
Imipenem, MEM: Meropenem, TZP: Tazobactam.
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Se han identificado varios elementos genéticos moviles asociados a la diseminacion de
los genes de resistencia en K. pneumoniae, entre los cuales los mas eficientes han sido los
transposones y las secuencias de insercion (IS), estructuras capaces de movilizarse de
forma auténoma y arrastrar DNA de su entorno. Cada dia se descubren y reportan nuevas
plataformas genéticas relacionadas con la movilizacion de genes de resistencia. Por lo que,
la adquisicion de nuevos genes de resistencia aumenta la dificultad de tratamiento y pone
en riesgo el desenlace de los pacientes afectados por este microorganismo. Adicionalmente,
en los ultimos afos el gen bla blakec2 se ha reportado en elementos genéticos no
convencionales (NTEkpc) en K. pneumoniae, Salmonella typhimurium, Salmonella enterica
serovar, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter cloacae (Lima et al., 2022), lo que puede

tener implicaciones para la capacidad de diseminacion horizontal de este gen.

En un estudio realizado en el Laboratorio de Genética Molecular Bacteriana (LGMB) de
la Universidad El Bosque se identificd el plasmido p33Kpnl12-KPC, el cual contenia el
nuevo transposon Tn6454 (reportado por el LGMB en la base de datos del Tn registry
disponible en https://transposon.lstmed.ac.uk/tn-registry), una nueva isoforma del grupo
NTExkpc.n y contiene el gen blaxpc-2. Los andlisis genomicos comparativos han mostrado
que este transposon estd circulando en otros aislamientos de Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella variicola y de Escherichia coli; y en otras estructuras plasmidicas (Abril et al,
2021). Estos resultados sugieren que el transposon Tn6454 podria ser activo y capaz de
movilizarse de forma independiente, sin embargo, es necesario realizar experimentos
controlados (“in vitro”) en el laboratorio para tener evidencia experimental sobre su
movilizacion mediada por la actividad de su transposasa o si por el contrario s6lo se puede

movilizar a través del plasmido p33Kpn12-KPC.
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2 PREGUNTA DE INVESTIGACION
(El transposon Tn6454 es capaz de movilizarse de forma independiente o s6lo a través del

plasmido p33Kpn12-KPC en la cepa 33kpn12 de Klebsiella pneumoniae?
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo General
Analizar la movilizacién del transposén Tn6454 en la cepa 33Kpnl2 de Klebsiella

pneumoniae por medio de conjugacion.

3.2 Objetivos Especificos

e  Determinar la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los aislamientos 33Kpn12
de K. pneumoniae 'y J53 de E. coli a meropenem y ciprofloxacina.

e  Evaluar la movilizacion del transposén Tn6454 por medio de conjugacién en E. coli

y PCR usando primers especificos.
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4  JUSTIFICACION

El aumento de microorganismos resistentes a antibidticos se ha convertido en un
problema de salud publica, en el que cada dia se realizan proyectos y para la mejora de
antibidticos, sin tener en cuenta que las bacterias evolucionan rapidamente para poder
sobrevivir a los antibidticos de nuevas generaciones. Entre los antibidticos de ultima
generacion se encuentran los B-lactdmico de tipo carbapenémico, los cuales se han
convertido en el ultimo recurso para combatir infecciones causadas por agentes como lo es
K. pneumoniae y conforme pasa el tiempo y se hace mal uso de los antibioticos, los
microorganismos se vuelven resistentes a los carbapenémicos (Lirola et al, 2022). En
Estados Unidos, durante el afio 2019, el centro para el control y prevencion de
enfermedades report6 mas de 13.100 casos de infeccion hospitalaria asociada a
enterobacterias resistentes a carbapenémicos (CRE , del inglés “Carbapenem Resistant
Enterobacteriaceae”) y 1.100 muertes de pacientes internados por la misma razén (CDC,
2019), conforme suben los numeros de infecciones por agentes resistentes a
carbapenémicos, aumentan las tasas de mortalidad, morbilidad y costos hospitalarios entre
un 20% y 50% (Bulman et al., 2021). Puntualmente para una sola infeccion causada por
CRE en EE. UU, el costo de atencion puede llegar hasta los 66.031 dolares para los
hospitales, y hasta los 8.512 dolares para la sociedad, variando de acuerdo con la gravedad
de la infeccidn; lo que sugiere que la rapida diseminacion de CRE no solo pone en riesgo la
salud publica, sino que amenaza con un incremento en la carga econémica (Bartsch et al.,

2017).
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K. pneumoniae representa entre el 57% y el 74% de la totalidad de infecciones
intrahospitalarias en todo el mundo (Bulman et al., 2021). Segiin la OMS, K. pneumoniae
resistente a carbapenémicos ha sido catalogada como prioridad critica, debido a que cada
vez son menos los tratamientos que se pueden realizar contra ella debido a sus multiples
rasgos virulentos y sus determinantes genéticos de resistencia. En Colombia en el afio 2020,
el Instituto Nacional de Salud reporta un aumento en la resistencia a carbapenémicos por
parte de K. pneumoniae durante el servicio de las Unidades de Cuidados Intensivos,
adicionalmente afirman que K. pneumoniae es el organismo reportado con mas brotes

durante el 2020 (Instituto Nacional de Salud, 2021).

El mecanismo por excelencia de resistencia a antibidticos es la produccion de
carbapenemasas, la cual la enzima KPC es frecuentemente identificada entre los
microorganismos (Wozniak et al., 2021). Esta carbapenemasa fue descubierta en 1996, en
Carolina del norte en K. pneumoniae, es codificada por el gen blakpc, tenia una
circulacion restringida a K. pneumoniae y otras enterobacterias; y las variantes de gen
blaxpc.> mas frecuentes son blaxpc> y blaxecs; la alta propagacion del gen blaxec se
atribuye a los plasmidos que contienen isoformas del transposon Tn4401, en este caso, a
partir de andlisis bioinformaticos se presume que Tn6454, se encarga de diseminar el gen
blaxpco (Abril et al. 2021). En Colombia, estudios previos determinaron que la
diseminacion del gen blaxpc2 se debia principalmente por la transferencia horizontal de
genes mediada por una gran diversidad de plasmidos de los grupos IncA/C, IncL/M, IncN y
ColRNAI que se encontraban asociados a elementos transponibles (Abril et al., 2021; Rada

et al., 2020; Sugita et al., 2021).
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La rapida transmision de estos plasmidos ha puesto en riesgo los sistemas de salud
publica debido a la facilidad con la que un solo pldsmido puede llegar a movilizar multiples
genes de resistencia antibidtica; por lo que resulta interesante entender los procesos que han
favorecido la permanencia y estabilidad de estos diferentes grupos de plasmidos en

entornos selectivos y no selectivos (Bernabé Balas, 2019; Chen et al., 2017).

En Colombia, los estudios genéticos sobre aislamientos de K. pneumoniae con KPC
son pocos y adicionalmente se desconoce los mecanismos de movilizacion del transposon
putativo Tn6454 tamiliarizado con el grupo de transposones tipo Tn3, que a su vez alberga
el gen blaxpc-2 y se encuentra asociada a un contig circular completo correspondiente a un
plasmido tipo ColRNALI, y se sugirid, que la adquisicion del Tn6454 con el gen blaxpc-> era
un evento reciente en este grupo de pldsmidos (Abril et al., 2021). Teniendo en cuenta lo
anterior, en el presente proyecto se analizé la movilidad del Tn6454 por medio de
conjugacion “in vitro”. Esto motiva a la investigacion del transposén mencionado y su

actividad de movilizacion entre plasmidos de K. pneumoniae.
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5 MARCO DE REFERENCIA

5.1 Generalidades de Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae es un bacilo Gram negativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, contiene un genoma aproximado de 5.69232 Mb (National Center for
Biotechnology Information, 2021). Est4d bacteria coloniza superficies mucosas humanas
como el tracto orofaringeo y gastrointestinal, también presenta altos grados de virulencia y
resistencia a los antibioticos. Hoy en dia K. pneumoniae es considerada una bacteria
hospitalaria debido a que se ha convertido en la causa mas comin de neumonia adquirida
en hospitales (Ashurst y Dawson, 2018), ademas la tasa de colonizacién se incrementa
hasta tres veces en el ambiente hospitalario, en forma directamente proporcional a la
duracion de la estancia y especialmente a la presion selectiva que ejercen los antibidticos
sobre la flora comensal. (Echeverri & Catafio,2010). Una de las ultimas lineas de
tratamiento para las infecciones graves generadas por K. pneumoniae son los antibidticos
carbapenémicos, quienes inhiben la sintesis de la pared bacteriana y causan la muerte
celular (Suarez & Gudiol, 2009). Sin embargo, es mas frecuente encontrar cepas
bacterianas resistentes a carbapenémicos, poniendo en riesgo la accién de los antibidticos

de ultima generacion y la salud humana (Wozniak et al., 2021).

A pesar de que algunos aislamientos de K. pneumoniae presenta una resistencia
intrinseca a antibioticos tales como ampicilina, como consecuencia de la produccion de la
B-lactamasa SHV-1 en el cromosoma bacteriano (Tinoco, 2011); se ha demostrado que la
mayor parte de la resistencia antibiotica en esta especie se debe a la adquisicion de
multiples genes por transferencia horizontal de genes mediante pldsmidos y otros elementos

genéticos moviles (Cubero Gonzilez, 2015). La resistencia adquirida mediada por la
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produccion de carbapenemasas hidrolizantes de carbapenémicos es actualmente una de las
resistencias mas comunes y frecuentes en aislados de K. pneumoniae en todo el mundo

(Villegas et al., 20006).

5.2 Antibioticos f-lactamicos

Los P-lactamicos son antibioticos de actividad bactericida lenta, relativamente
independiente de la concentracion plasmatica alcanzada, siempre que esta exceda la
concentracion inhibitoria minima (CIM) del agente causal (Calles, et al 2022). La
caracteristica principal de este grupo es la presencia de un anillo betalactamico (Figura 1);
una estructura compuesta por 3 carbonos, un nitrégeno y un grupo carbonilo unido al
carbono B (Vera-Leiva ef al.,2017). Estos antibioticos producen su efecto principalmente a
través de la inhibicion de la pared bacteriana e induccion de la autolisis bacteriana,
interfiriendo en las reacciones de transpeptidacion de la sintesis de la pared celular

bacteriana (Lema, & Vanessa, 2022).

Figura 3 Estructura de los antibioticos [-lactamicos A). Representacion esquemdtica del anillo
P-lactamico. B) Representacion de un f-lactamico tipo carbapenémico (Lema, & Vanessa, 2022).
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La pared celular, es la capa externa que mantiene la integridad celular y previene la lisis
celular de la presion osmotica alta. Esta pared estd compuesta por un polimero con enlace
cruzado de polisacarido y péptidos conocido como peptidoglucano, este contiene
aminoazucares alternantes, N-acetilglucosamina y acido N-acetilmuramico. Un péptido de
cinco aminoacidos que termina D-alanil-D-alanina, est4 relacionado con el aztcar 4cido N-
acetilmuramico. La proteina de unidn a penicilina (PBP) elimina la alanina terminal en el
proceso de formar un enlace cruzado con un péptido cercano, removiendo asi la propiedad
de rigidez de la pared celular. Los antibioticos B-lactdmicos, andlogos estructurales del
sustrato de D-Ala-D-Ala natural, se unen covalentemente al sitio activo de las PBP. Esta
union inhibe la reaccion de transpeptidacion y detiene la sintesis de peptidoglicano, y la

célula muere (Lema, & Vanessa, 2022).

Los antibioticos carbapenémicos son un grupo de B-lactimicos con amplio espectro de
actividad bactericida que han demostrado tener un grado alto de resistencia a las B-
lactamasas. Este grupo de antibidticos es considerado como las ultimas lineas de defensa

contra infecciones bacterianas.

5.3 Resistencia Carbapenémicos

La resistencia antibiotica es la capacidad de un organismo de sobrevivir a el mecanismo
de accidn de un antibidtico. La resistencia se puede producir por seleccion natural a través
de mutaciones producidas por azar, o por mecanismos de transferencia horizontal de genes
(Moreno M et al., 2009). Los mecanismos de resistencia mas estudiados son los cambios de
proteinas de la membrana externa, bombas de flujo especificas, produccion de enzimas tipo

B-lactamasas y modificaciones del sitio blanco.
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Las bacterias como K. pneumoniae expresan enzimas capaces de crear cambios en la
estructura del antibiotico haciendo que pierda su funcionalidad. En este caso, la produccion
de enzimas tipo B-lactamasas es el principal mecanismo de resistencia empleado. Estas
hidrolizan los antibidticos B-lactdmicos y evitan que el antibidtico se pueda unir a las PBP

(Monge,2013).

En el ano 2010 se postula una clasificacion funcional actualizada, basada en
caracteristicas especificas de cada enzima. En el caso de los carbapenémicos las dos -
lactamasas que con mayor frecuencia se asocian a resistencia son las carbapenemasas. Las
carbapenemasas tienen la capacidad de hidrolizar los carbapenémicos. Ademads, presentan
la caracteristica de ser resistentes contra la accién de los inhibidores de B-lactamasas
disponibles (Monge,2013). Su actividad hidrolitica depende del sustrato sobre el que
actian, por ejemplo, SME-3 y KPC-2 hidrolizan mejor el Imipenem que el Doripenem

(Monge,2013).

Muchos genes que codifican para enzimas p-lactamasas se localizan en el cromosoma,
pero existen reportes de aislamientos de K. pneumoniae que presentan los genes que
codifican para estas enzimas en los plasmidos, en el caso de la enzima KPC de K.
pneumoniae, los genes blaxpc-2, estan flanqueados por transposones ubicados dentro de los

plasmidos (Monge,2013).

5.4 Elementos Genéticos Moviles
Los elementos genéticos méviles (EGM) son fragmentos de ADN capaz de trasladarse de
una parte del genoma a otra. Estos elementos contribuyen a la transferencia horizontal de

genes entre bacterias, junto con algunos otros mecanismos como los fagos y los elementos
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integradores. Entre los elementos genéticos moviles destacan dos tipos; las secuencias de

insercion y los transposones (Bennett, 2004).

En algunos EGM, estd presente el gen (tnpA), el cual presenta un papel fundamental,
puesto que codifica una proteina llamada transposasa, una enzima encargada de mediar la
transposicion. El proceso de transposicion es netamente dependiente de la transposasa,
puesto que esta se encarga de identificar los repetidos invertidos del transposén ubicados en
cada extremo de la secuencia, unirse a estos y catalizar el proceso transportandose a una

nueva region de destino (Partridge et al,.2018).

5.4.1 Secuencias de Insercion

Las secuencias de insercion son el EGM mads simple, se encuentran constituidas por un
gen que codifica para una transposasa, y las llamadas IRs o secuencias repetidas invertidos,
que como su nombre lo indica se trata de secuencias cortas que se repiten al comienzo y al
final de cada secuencia de insercion, esta region es la que la transposasa reconoce. En
algunos casos estas secuencias pueden poseer genes que codifican para resolvasas, enzimas

encargadas del reordenamiento del ADN cuando se integra en la region de destino.

Lo que diferencia a una IS del resto de EGM, es que este elemento codifica solo la
funcion necesaria para la transposicion. La simplicidad en funcionalidad de las secuencias
de insercion hace que por lo general son secuencias cortas, que normalmente se encuentran

entre el rango de 1.5 Kb a 2 Kb (Bennett, 2004).

5.4.2 Transposon Tné6454
Los transposones (Tn) son EGM mas complejos, y se definen como un elemento
transponible que ademas de codificar para una transposasa, tiene genes asociados diferentes

a los de la funcion de transposicion. Normalmente, los genes asociados confieren a la
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bacteria una ventaja, ya sean genes que le faciliten desarrollar un mecanismo de
patogenicidad o de resistencia bacteriana, estos ultimos son los mas estudiados puesto que
tienen una importancia clinica, esta region recibe el nombre de gen estructural. En el caso
de este estudio, el gen estructural es blaKPC, una secuencia de ADN que codifica para la
enzima KPC.

El transposon Tn6454 (Figura 2), tiene un tamafno de 6.648 pb, esta insertado dentro del
plasmido p33Kpnl12-KPC, compuesto por dos genes codificantes de transposa y resolvasa
(tnpA y tnpR), lo que permite la movilizacién del elemento genético; corresponde a una
nueva isoforma (e) de los elementos NTEkpc.i1. ya que alberga un gen Ablarem y un gen
blaxpc2. Se encuentra entre un nuevo subgrupo de NTEkpc.n, ya que no tienen ninguna
relacion con ninguno de los subgrupos informados anteriormente (a—d), por tal razon se le

otorga un nuevo subgrupo a este transposén NTEkpc.nie (Abril et al, 2021).

Tn6454

< 9 2
g & g % 1
IRL < 3 < S S IRR
TS/D P Px >SD
(S bp) PP PP2 (S bp)
TGAAC TGAAC

Figura 4 Estructura general de Tn6454. Las flechas resaltan las regiones codificantes para
transposasas (morado), resolvasas (lila), genes de resistencia (rojo) y genes truncados (verde). Las
repeticiones invertidas son pequerias flechas grises y los sitios de duplicacion (TSD) generados por
la transposicion se ilustraron dentro de un rectangulo negro. Promotores del gen blakec se indican
mediante lineas naranjas y amarillas, las lineas naranjas indican los promotores P1 Y PX y las
lineas amarillas los promotores putativos PP1y PP2 (Abril et al, 2021).
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6 DISENO METODOLOGICO

Teniendo en cuenta que el aislamiento de K. pneumoniae 33Kpnl12 tiene dos plasmidos,
p33Kpnl2-1 y p33Kpnl2-KPC. El primero es un plasmido de 116.956 pb que es
conjugativo y contiene genes que otorgan resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, ciprofloxacina, trimetoprim/sulfametoxazol y algunos aminoglucésidos (como
amikacina), el segundo es un plasmido de 15.947 pb que no es conjugativo pero si
movilizable, lo que quiere decir que pueden ser transferidos a cepas receptoras con otro
plasmido conjugativo capaz de movilizarse, este contiene a Tn6454 con el gen blaxrc,
confiriéndole resistencia a carbapenémicos. Por lo que en caso de que el gen blaxec pueda
movilizarse hacia otros aislamientos, esta movilizacion se realizaria mediante dos rutas, por
la movilizacion independiente de Tn6454 hacia el plasmido conjugativo como lo es
p33Kpnl2-1 y este se conjugue en otra cepa o por movilizacion del plasmido p33Kpnl2-

KPC a partir del plasmido p33Kpn12-1.

La Figura 5 muestra el diagrama de flujo metodolégico, desarrollado en el proyecto.
Para determinar cudl de estos mecanismos podria estar involucrado en la movilizacién de
este importante gen de resistencia, se llevaron a cabo ensayos de conjugacion usando la
cepa de E. coli J53 resistente a azida de sodio como bacteria receptora y diferentes
marcadores de seleccion, exclusivos para el plasmido p33Kpnl2-1 y para el p33Kpnl2-
KPC. Adicionalmente se utilizé el plasmido R388, un pldsmido conjugativo muy usado en

ensayos de movilizacion (Campo, 2016).
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Confirmacion de la presencia del Tn6454 en el
aislamiento 33Kpn12

Determinacion de la concentracién minima
inhibitoria a meropenem, gentamicina
y ciprofloxacina en 33Kpn12 y J53

|

Ensayos de Conjugacion

—

Ensayo de conjugacién del plasmido Ensayo de conjugacién de £. coli K12 con
p33Kpnl2-1aJ53 R388 transformada con p33Kpn12-KPC y
E. coli 153
[ Confirmacion de E.coli K12 con R388 ]
Ensayo de conjugacion de Klebsiella Ensayo de conjugacién
pneumoniae 33Kpnl2 y E. coli J53 de Klebsiella pneumoniae
en caldo LB 33Kpnl2y E. coli J53 en caldo -
LB mediante pases seriados cada Ensayo de electroporacién
24h l

Ensayo de conjugacion de E. coli
K12 en medio soélido con E. coli 153

Figura 5 Fases de la metodologia realizada en el proyecto.

6.1 Confirmacion de la Presencia de Tn6454 en el aislamiento 33Kpnl2 de K.
pneumoniae

Se realizo la confirmacion de resistencia a meropenem y de la presencia del Tn6454 en el
aislamiento 33Kpnl2 recuperado del cepario usando primers especificos (Tabla ). Para
esto, la cepa 33Kpn12 fue resuspendida en agar LB (Luria Bertani), teniendo en cuenta que
KPC confiere resistencia a los antibidticos [B-lactdmicos incluidas las cefalosporinas
(Velasquez et al., 2013), el agar fue suplementado con ceftazidima (16 pg/ml), con
incubacion a 37°C durante 24 horas. Luego, se tom¢d una colonia aislada, se inocul6 en Sml
de caldo LB con ceftazidima (16 pg/ml) y fue incubada a 37°C con agitacion constante a
200 rpm. A partir de este crecimiento se realizd extraccion de ADN plasmidico por
ebullicion. Finalmente se realizaron pruebas moleculares mediante la técnica de PCR

convencional para confirmar la especie K. pneumoniae, a través de la amplificacion de un
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fragmento del gen khe, de blaxpc y del plasmido p33Kpn12-KPC por la amplificacion del

gen ARNII y de los fragmentos I y Il de Tn6454 (Figura 6 y Tabla I).

e  P33Kpnl2-KPC .,

15.947 pb

B 1
IR ATNpA blagpc.o Ablaey TnpR TnpA IR
Primer 1 Primer 2
=)
I
TSD IR blagec.2
Primer 3 Primer 4
=
111 [
tnpR tnpA IR TSD

Figura 6 A. Visualizacion del plasmido p33Kpnl2-KPC, los primer usados para la region A
presentan un 100% de identidad (Forero Hurtado, 2021) y Visualizacion del transposon Tn6454
para la region B. B. I. Se observa Tn6454 en su totalidad con todos los elementos que este conlleva.
II. Fragmento de Tn6454 el gen blakpc-: alineado con los primers 1y 2 para la amplificacion. 111
Fragmento de Tn6454 confirmado por la resolvasa, tnpR; la transposasa, tnpA y el repetido
invertido derecho alineado por los primer 3 y 4 para la amplificacion (Forero Hurtado, 2021)
(Pérez, 2021).
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Secuencia

Tamano

Codigo objetivo Secuencia (5'--> 3") p](‘l())g;lcto
GN764 TTTCGCAGAGCACAGCAACC
——————  ARNII(A) 497
GN765 GCCCTCCTGACTGAGTTCACA
§N7581 GGTGGTGGGCCAATAGATGA
(Primer 1) Fragmento 239
GN759 1
. GTACGCGTTAGCGGCCTGATTACATCCG
(Primer 2)
I?N%a AACCATGGCTTTCTACTGAACCGCGATC
(Primer 4) Fragmento 3869
GN760 I
. TGACGCGTGCCACCTGACGTCTAAGAAA
(Primer 3)

Tabla 1 Primers utilizados en este estudio con sus respectivas secuencias y caracteristicas
(Forero Hurtado, 2021) (Pérez, 2021).

Para el fragmento ARNII del pladsmido p33Kpnl2-KPC se utilizaron las siguientes

condiciones de temperatura y tiempo: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 95°C (3

minutos), 30 ciclos de desnaturalizacion, alineamiento y extension de 95°C (30 segundos),

55°C (30 segundos) y 72°C (1 minuto), respectivamente, y un ciclo de extension final de

72°C (5:00) (Forero Hurtado, 2021). Para los Fragmentos [ y II de Tn6454 se utilizaron las

siguientes condiciones: 1 ciclo de desnaturalizacion inicial de 95°C (3 minutos), 30 ciclos

de desnaturalizacion, alineamiento y extension de 95°C (30 segundos), 55°C (30 segundos)

y 72°C (4 minutos), respectivamente, y un ciclo de extension final de 72°C (5:00) (Pérez,

2021).
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6.2 Determinacion de la Concentracion Inhibitoria (CIM)

La concentracién minima inhibitoria (CIM) es la concentracién mds baja de un fairmaco
antimicrobiano en la que se inhibe el crecimiento visible de un microorganismo. Se realizo
la determinacion de la CIM a meropenem, ciprofloxacina y gentamicina en los aislamientos
33Kpnl2 y J53. Con el fin de evaluarlos como marcadores de seleccion para el gen blaxpc'y
para el plasmido p33Kpnl2-1. Es decir, las bacterias que crecieran en estos antibioticos
mas azida de sodio contendran el plasmido p33Kpnl2-1 conjugativo con la insercion de

Tn6454 (transposicion desde el plasmido pequeiio).

Para este ensayo se prepard una suspension bacteriana equivalente a la turbidez de 0,5 de
la escala McFarland, en 3 ml de caldo MH, OD: 0.08 - 0.10 a 625 nm, se realizd una
dilucion 1:100 en caldo MH (30 pl) y posteriormente en una placa de 96 pocillos (12x8), se
sirvio 100 ul de caldo Muller Hilton y 50 ul del antibidtico en diluciones seriadas
Finalmente se afiaden 50 pl del indculo preparado anteriormente. Luego de tener la placa

lista se procede a incubar a 37°C por 18 horas. Transcurridas las 18 horas se procedi6 a la

lectura de los resultados.

6.3 Evaluacion de la movilizacion del transposon Tn6454 por medio de
conjugacion

La evaluacion de la movilizacion de transposoén Tn6454, se realizod por medio de ensayos
de movilizacion de plasmidos conjugativos usando diferentes cepas donantes y plasmidos
diana para la transposicion y posterior conjugacion. En la primera estrategia, se empled al
aislamiento 33Kpnl2 (donante) y la cepa J53 (receptora, resistente a azida de sodio). La

segunda estrategia fue utilizar plasmidos conjugativos de referencia como el pladsmido
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pR388 (albergado en una E. coli K12), como plasmido receptor de la movilizacion del

Tn6454.

6.3.1 Ensayos de conjugacion del plasmido p33Kpn12-1 a J53

En esta estrategia la bacteria donadora que se empled fue el aislamiento de K.
pneumoniae 33Kpnl2, el cual contiene al plasmido conjugativo p33Kpnl2-1 y al plasmido
no conjugativo p33Kpnl12-KPC con presencia del Tn6454. Se realizaron dos ensayos de
conjugacion en caldo LB (sin presion selectiva) entre K. pneumoniae 33Kpnl2 y E. coli
J53, el primero incluia una incubacion a 37°C durante 24 horas y posterior cultivo de 100
ul en agar LB con 100 pg/ml de azida de sodio y 2 pg/ml de meropenem, el segundo
incluy6 pases seriados cada 24 horas durante 15 dias, con cultivos diarios en agar LB

suplementado con 100 pg/ml de azida de sodio y 2 pg/ml de meropenem.

6.3.1.1 Ensayo de conjugacion de K. pneumoniae y E. coli J53 en caldo

Se realizé un cultivo inicial del aislamiento 33Kpnl2 de K. pneumoniae en 2 ml de
medio liquido LB suplementado con MER (2 pg/ml) y de la cepa J53 de E. coli en 2 ml de
caldo LB suplementado con NaN3z (100 pg/ml), estos se incubaron a 37°C sin agitacion
durante 24 horas y posteriormente se colocaron en contacto en 1 ml de caldo LB, para lo
cual se agregaron 100 pl del indculo de 33Kpnl12 y 500 pl del indculo de J53, se dejaron
incubando durante 24 horas a 37°C sin agitacion; se tomaron 300 pul de este cultivo y se
inocularon dos tubos nuevos con 1 ml de caldo LB, uno de los tubos estaba suplementado
con Meropenem (2 pg/ml) y con NaN3z (100 pg/ml) y el otro tubo estaba suplementado
unicamente con NaN3 (100 pg/ml), se incuba a 37°C sin agitacion durante 24 horas.
Finalmente, se sembraron 5 pl en cajas de agar LB suplementadas con Meropenem (2

pg/ml) y NaN3 (100 pg/ml) (Figura 7), se dejaron incubando por 24 h a 37°C. Posterior a la
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incubacion, se aislaron las colonias que crecieron en los medios de seleccion en agar LB
suplementadas con MER (2 pg/ml) y NaN3 (100 pg/ml) que se dejaron incubando.
Finalmente, del aislamiento se realiz6 extraccion de ADN plasmidico por ebullicion, y se
procedi6 a realizar PCR de especie de E.coli, del gen blaxrc, del plasmido p33Kpn12-KPC
y de las fracciones del transposén mencionadas anteriormente: Fragmento de Tn6454 y el
gen blaKPC-2 y Fragmento de Tn6454, la resolvasa, tnpR; la transposasa, tnpA y el

repetido invertido derecho.

33Kpn12 ]53
K. pneumoniae E. coli
L Incubacion
Incubacion 2mlLB
2mlLB 24 horas a 37°C
24 horas a 37°C
MER AZ

Conjugaciéon
1 mlLB
100ul 24 horas a 37°C 500ul
300ul 300ul
Seleccién

1 ml LB
24 horas a 37°C

MER+AZ AZ

sul Sul

® ®

Figura 7 Diseiio de Ensayo de conjugacion simple sembrando una alicuota del producto final.
Elaboracion propia.
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6.3.1.1.1 Ensayo de conjugacion de K. pneumoniae y E. coli J53 en caldo y siembra
masiva del pellet

Se realizd un cultivo inicial del aislamiento 33Kpn12 de K. pneumoniae en 2 ml de caldo
LB suplementado con MER (2 pg/ml) y del aislamiento J53 de E. coli en 2 ml de caldo LB
suplementado con NaN; (100 pg/ml), se incubd a 37°C sin agitacion durante 24 horas.
Luego, las cepas se colocaron en contacto en 1 ml de caldo LB, se agregaron 100 pl del
indculo de 33Kpnl12 y 500 pl del indculo de J53, se dejaron incubando durante 24 horas a
37°C sin agitacion, pasada la incubacion se tomaron 300 ul y se inoculan dos tubos nuevos
con 1 ml de caldo LB, uno de los tubos estaba suplementado con Meropenem (2 pg/ml) y
NaN3 (100 pg/ml) y el otro tubo estaba suplementado con NaN3 (100 pg/ml), se incubaron
a 37°C sin agitacion durante 24 horas, luego de extraer los 300 ul, se centrifug6 el tubo a
4000 rpm por 5 min, se retird el sobrenadante, dejando solo el pellet resultante del
crecimiento bacteriano, este se resuspendio en 20 pl de caldo LB y se sembr6 en agar LB
suplementado con MER (2 pg/ml) y NaN3 (100 pg/ml). Finalmente, pasada la incubacion
de los tubos de caldo LB con antibidtico, se realizd la extraccion del pellet, centrifugando a
4000 rpm por 5 min, se retir6 el sobrenadante, este se resuspendid y se sembré en cajas de
agar LB suplementado con MER (2 pg/ml) y NaN3 (100 pg/ml) (Figura 8), se dejaron
incubando por 24 h a 37°C. Posterior a la incubacion se aislaron las colonias que crecieron
en los medios de seleccion en agar LB suplementadas con MER (2 pg/ml) mas NaN3 (100
pg/ml) que se dejaron incubando. Finalmente, del aislamiento se realizd extraccion de
ADN plasmidico por ebullicidon, y se procedié a realizar PCR de especie de E.coli y K.
pneumoniae, del gen blaxpc, del plasmido p33Kpnl2-KPC y de las fracciones del

transposon mencionadas anteriormente: Fragmento de Tn6454 y el gen blaKPC-2 y
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Fragmento de Tn6454, la resolvasa, tnpR; la transposasa, tnpA y el repetido invertido

derecho.

33Kpn12 J53
K. pneumoniae E. coli

Incubacié Incubacién
ncubacion 2mlLB
2mlLB 24 horas a 37°C
24 horas a 37°C
MER . . AZ
Conjugacién
1ml LB
100ul 24 horas a 37°C 500ul
Extraccién
Botén a 1:1
Centrifugacion N -

5 min 4000 rpm

300ul, 300ul

Seleccion
ImlLB
24 horas a 37°C

MER+AZ AZ
Extraccién Extraccion
Boton, Botdn
1:3 1:3
1:4

Figura 8 Disefio de Ensayo de conjugacion simple sembrando la totalidad del producto final.
Elaboracion propia.

6.3.1.2 Ensayo de conjugacion de K. pneumoniae y E. coli J53 en caldo mediante
pases seriados

Se realiz6 un cultivo inicial del aislamiento 33Kpnl2 de K. pneumoniae en caldo LB
suplementado con MER a 2 pg/ml, a 37°C sin agitacion durante 24 horas y un cultivo
inicial del aislamiento J53 de E. coli en caldo LB suplementado con NaN3 a 100 pg/ml, a
37°C sin agitacion durante 24 horas. Luego, las cepas se colocaron en contacto en 3 ml de
caldo LB durante 24 horas a 37°C sin agitacion, este contard como el dia 0 (D0), conforme

pasen los dias se realizaron diluciones de 1:100 para mantener el caldo con los nutrientes
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necesarios y se promueva la conjugacion y transposicion, posterior a la incubacion de cada
dia (Dn), se realizaron siembras masivas de 200 pl en 3 cajas diferentes de agar solido
suplementado con MER a 2 pg/ml mas NaN3 a 100 pg/ml, las cuales fueron incubadas a
37°C. Paralelamente, se realizo el aislamiento en 3 cajas de agar con ciprofloxacina (0.5
pg/ml) y NaN3 (100 pg/ml), para evaluar la transferencia del plasmido p33Kpnl2-1 con la
movilizacion de Tn6454 (Figura 9) se dejaron incubando por 24h a 37°C. Pasada la
incubacion se aislaron las colonias que crecieron en los medios de seleccion en agar LB
suplementadas con MER (2 pg/ml) y NaN3 (100 pg/ml) que se dejaron incubando.
Finalmente, del aislamiento se realiz6 extraccion de ADN plasmidico por ebullicion, y se
procedio a realizar PCR de especie de E.coli y K. pneumoniae, del gen blaxpc, del plasmido
p33Kpnl12-KPC y de las fracciones del transposéon mencionadas anteriormente: Fragmento
de Tn6454 y el gen blaKPC-2 y Fragmento de Tn6454, la resolvasa, tnpR; la transposasa,

tnpA y el repetido invertido derecho.
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33Kpnl2
K. pneumoniae E COII

L, Incubaciéon
Incubacién > ml LB
2mlLB 24 horas a 37°C
24 horas a 37°
Con]ugac10n
1 ml LB
100ul 24 horas a 37°C 500u1
\
DO
200ul ’
—_—
30ul
«» ndias
D1 Dn
I 200ul

Figura 9 Diseiio de Ensayo de conjugacion por pases seriados sembrando 200 0l del producto
final. Elaboracion propia

6.3.2 Ensayo de conjugacion de E. coli K12 con R388 transformada con p33Kpn12-
KPCYy E. coli J53

En esta estrategia se empled a la cepa de E.coli K12, con el plasmido R388, el cual le
confiere resistencia a los antibidticos trimetoprim y sulfametoxazol, debido a que presenta
los genes sull y dhfr. El plasmido R388 es muy usado para ensayos de conjugacion, ya que
este plasmido usa la mitad de sus genes para el proceso de conjugacion, adicionalmente se
ha reportado su capacidad de conjugarse a todas las especies utilizadas, aunque con
frecuencias de conjugacion bastante diferentes (Campo, 2016). En la Figura 10 se observa

la frecuencia de conjugacion de pR388, en la que se distingue que los eventos de
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conjugacion tienen mejores resultados de conjugacion cuando la bacteria donadora y

receptora es E. coli (Campo, 2016).

1E+00 mDesde E. coli

mAE. coli

1E-01

1E-02 T

1E-03

1E-04
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“\a
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Frecuencia de conjugacion
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N \\)«\e
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Figura 10 Frecuencias de conjugacion de R388. En negro se representan las frecuencias de
conjugacion para R388 desde E. coli hacia otras bacterias y en gris se representan las frecuencias
obtenidas en la conjugacion inversa (desde las bacterias hacia E. coli).

Para la realizacion de este ensayo se requirid la presencia del plasmido p33Kpn12-KPC
al interior de la cepa donadora (K12 E. coli), por lo cual se realizaron procedimientos de
electrocompetencia y electroporacion a la cepa Kl12. Adicionalmente el ensayo de
conjugacion se realizé en medio solido usando filtros de 0.22 pL.

Inicialmente, se realiz6 la extraccidn plasmidica de la cepa 33Kpnl2 con el Kit
NucleoSpin® Plasmid QuickPure siguiendo las indicaciones descritas en el protocolo,

posterior a la extraccion de los plasmidos, se procedié a hacer la cepa K12 de E. coli

competente para poder recibir el pladsmido p33Kpn12-KPC.

Para la preparacion de células electrocompetentes, las bacterias se cultivaron hasta una

DOeg0o = 0,5 — 0,6 y se sedimentaron mediante centrifugacion a 4 °C. Se aplicaron dos series
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de lavados y centrifugaciones de 4.000 rpm y un lavado final en 1/50 de volumen de
glicerol al 10% a 4°C. Las células se resuspendieron en 1/500 vol de glicerol al 10% y se
dividieron en alicuotas de 50 pl. Las alicuotas se congelaron a -80°C y se mantuvieron
hasta su uso. Se mezclaron alicuotas con 10 ng de ADN plasmidico en una cubeta Gene
Pulser® de 0,2 cm (BioRad) y se sometieron a un pulso eléctrico (2,5 kV, 25 puF y 200 Q)
en un Mi Gene Pulser Xcell Electroporation Systems (BioRad). Las células sometidas a
electroporacion se afiadieron a 1 ml de LB y se incubaron con agitacion a 37 °C. Después
de la incubacion, las células se colocaron en placas en medios que contenian antibidticos

(Figura 11 A.).

Posterior a obtener la cepa K12 transformado con la totalidad de 3 plasmidos en su
interior se procedid a iniciar el ensayo de conjugacion. El protocolo de ensayos de
conjugacion que se usd como referencia fue el de Samperio, et al. (2021). El cual procede,
cultivando las cepas donantes y receptoras en 5Sml de caldo BHI suplementado con
antibioticos, SXT (8/152 pg/ml) y MER (2 pg/ml) para la donante y AZ (100 pg/ml) para la
receptora. Posterior a la incubacion se hace un lavado del antibidtico, centrifugando el
producto de crecimiento a 4000 rpm por 5 min, retirando el excedente y resuspendiendo el

pellet en 5 ml de caldo BHI.

La conjugacion inicio poniendo en contacto 100 pl de la cepa donadora y receptora, este
paso se realiz6 6 veces. A continuacion, la mezcla bacteriana se lavé de nuevo con BHI, se
resuspendié en 20 pul. de BHI y se transfirié a un filtro de conjugacién (0,22 um de
nitrocelulosa, Millipore) en agar BHI sin presion selectiva, este se dejo incubando a 37°C
por 24 h. Luego, los filtros se resuspendieron en caldo BHI, de igual manera se realizaron

lavados al agar. Del producto recolectado del lavado y la resuspencion de los filtros se
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extrajo el pellet bacteriano y se sembr6 en medios selectivos (SXT8/152 pg/ml) y MER (2

ug/ml) y AZ(100 pg/ml)). (Figura 11 B.)
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Figura 11 Diserio de Ensayo de conjugacion con plasmido R388. A. Fase de electroporacion de
la cepa K12, adquisicion de los plasmidos p33Kpni2-1 y p33Kpnl2-KPC. B. Ensayo de

dio solido con filtros, usando como bacteria donadora la cepa KIi2

Transformada. Elaboracion propia.
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7 RESULTADOS

7.1 Confirmacion de la presencia de Tn6454 en el aislamiento 33Kpnl2

Como se menciono anteriormente, el fin de estos resultados es confirmar la resistencia a
meropenem y la presencia de los elementos de interés (p33Kpnl2-KPC, Tn6454 y gen
blaxpc) dentro de la cepa 33Kpnl2 de K. pneumoniae. En la Figura 124 se muestra un
crecimiento disminuido de la cepa 33Kpnl2 en medio suplementado con meropenem en
diferentes concentraciones (1pug/ml, 2pg/ml, 4pug/ml ), debido a este crecimiento reducido,
se realizo la confirmacion en medios suplementados con ceftazidima, una cefalosporina a la
que la cepa es resistente por los genes blaxpc presentes en el plasmido p33Kpnl2-KPC y
los genes blactx-m-1 presentes en el plasmido p33Kpnl2-1, para corroborar indirectamente
la conservacion de los genes de resistencia a carbapenémicos Figura 12B. Posterior a esto
se realiz6 la confirmacion molecular por medio de la técnica de PCR convencional, como
se observa en la Figura 13, la confirmacion de la especie K. pneumoniae por la
amplificacion de un fragmento del gen khe, la presencia del gen blaxec, la presencia del
plasmido p33Kpnl2-KPC por la amplificacion del gen ARNII y la presencia de los
fragmentos I ( Fragmento de Tn6454 y el gen blaKPC-2) y II (Fragmento de Tn6454, la

resolvasa, tnpR; la transposasa, tnpA y el repetido invertido derecho).
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Figura 12 A. Crecimiento de la cepa 33Kpnl2 diferentes concentraciones de meropenem. B.
Crecimiento de la cepa 33Kpnl?2 en ceftazidima
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Figura 13 Amplificaciones de colonias aisladas de la cepa 33Kpni2. A. PCR para identificacion
de especie K. pneumoniae. B. Amplificacion del gen blakpc.o. C. Amplificacion del gen ARNII para
identificacion del plasmido p33Kpnl2-KPC. D. Amplificacion de los genes del fragmento II de
Tn6454 que constan del gen blakec., , una porcion del transposon. E. Amplificacion de los genes del
fragmento Il de Tn6454 que constan de la resolvasa, transposasa, el IRL y el TSD. Convenciones
IM: colonia crecida en medio suplementado con meropenem a una concentracion de 1ug/ml 2M:
colonia crecida en medio suplementado con meropenem a una concentracion de 2 ug/ml  4M:
colonia crecida en medio suplementado con meropenem a una concentracion de 4ug/ml 1C:
colonia crecida en medio suplementado con CAZ proveniente del aislado en meropenem a una
concentracion de 1ug/ml 2C: colonia crecida en medio suplementado con CAZ proveniente del
aislado en meropenem a una concentracion de 2ug/ml 4C: colonia crecida en medio suplementado

con CAZ proveniente del aislado en meropenem a una concentracion de 4ug/ml.
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Los resultados de amplificaciones que se muestran en la Figura 14, demuestran que la
cepa 33Kpnl2 de K. pneumoniae, presenta el gen que otorga resistencia a [-lactamicos
(blakpc-2), que se encuentra al interior de 7n6454 el cual esta unido al plasmido p33Kpn12-
KPC. Esto concuerda con lo mencionado en la investigacion de Abril et al, 2021, en la que
se identifica la plataforma de movilizacion 7n6454 como un nuevo transposén putativo,
presente en el aislamiento 33Kpnl2, insertado en el plasmido p33Kpnl12-KPC, este fue

1dentificado como una nueva isoforma de NTEkpc.11.

7.2 Determinacion de la Concentracion Minima Inhibitoria (CIM)

Como resultados de esta fase metodoldgica, se obtiene la concentracion de los
antibidticos de meropenem, ciprofloxacina y gentamicina, las cuales permitan eliminar los
aislamientos 33Kpn12 y J53, dejando sobrevivir la bacteria receptora transconjugante (J53).
La concentracion de Meropenem realiza la seleccion de las bacterias que presenten el en
gen blakpc.2, ubicado al interior de Tn6454, puesto que este otorga resistencia a antibidticos
B-lactamicos, por otro lado las concentraciones de Ciprofloxacina y Gentamicina van a
seleccionar las bacterias que presenten los genes que otorguen resistencia aminoglucésidos
y las fluoroquinolonas (genes, aadA16, aph(6)Id, aac(6’)-Ib-cr) que estan ubicados en el
p33Kpnl2-1.

En la Figura 14 se observa el resultado para la CIM de meropenem a las cepas 33Kpn12
estd dentro del rango de resistente, determinado por el CLSI, con un valor de 8 pg/ml y J53

dentro del rango de sensibilidad, determinado por el CLSI, con un valor de 0.5 pg/ml, a

partir de este estos resultados entre las dos cepas se determind la concentracion ideal de
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meropenem para usar como marcador de seleccion, la cual fue de 2 pg/ml, siendo esta una

concentracion en la que su CIM atn permanece dentro de los rangos de resistencia

establecidos por el CLSI.
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Figura 14 CIM de meropenem para las cepas 33Kpnl2 de K. pneumoniae y J53 E. coli. Los
diferentes colores hacen referencia a los rangos de resistencia determinados por el CLSI. Verde:
rango de sensibilidad, Amarillo: rango intermedio y Rojo: rango de resistencia

Para el caso de ciprofloxacina y gentamicina, antibidticos que hardn de las veces de
marcador de seleccion de bacterias transconjugantes que presenten el pldsmido p33Kpnl2-
1, debido a la presencia de los genes aac(6')-1b-cr. La Figura 15 se observa, que la cepa
33kpnl2 esta dentro del rango de resistente tomando como referencia el punto de corte de
deteccion de ciprofloxacina proporcionado por CLSI, dando como resultado 4 pg/ml, por el
contrario para la cepa de E.coli J53 se encuentra dentro de un rango sensible, siendo su

resultado menor a 0.25 pg/ml. Posteriormente, se decidido que la concentracion apropiada

para usar el antibidtico como marcador de seleccion es de 0.5 pg/ml siendo esta una
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concentracion en la que su CIM altn permanece dentro de los rangos de resistencia

establecidos por el CLSI.
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Figura 15 CIM de ciprofloxacina para las cepas 33Kpni12 de K. pneumoniae y J53 E. coli. Los
diferentes colores hacen referencia a los rangos de resistencia determinados por el CLSI. Verde:
rango de sensibilidad, Amarillo: rango intermedio y Rojo: rango de resistencia

Finalmente, para gentamicina se observa en la Figura 16 que la cepa 33kpn12 esta dentro
del rango sensible tomando como referencia el punto de corte de deteccion de gentamicina
proporcionado por CLSI; debido a que la cepa 33Kpn12 no es resistente al antibidtico, este

se descarta como opcioén de marcador de seleccion.
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Figura 16 CIM de gentamicina para las cepas 33Kpnl2 de K. pneumoniae y J53 E. coli. Los
diferentes colores hacen referencia a los rangos de resistencia determinados por el CLSI. Verde:
rango de sensibilidad, Amarillo: rango intermedio y Rojo: rango de resistencia

7.3 Evaluacion de la movilizacion del transposon Tn6454 por medio de conjugacion

7.3.1 Ensayos de conjugacion del plasmido p33Kpn12-1 a J53

Como se menciond anteriormente en la seccion de metodologia, esta primera estrategia
se llevd a cabo con la cepa 33Kpn12 como bacteria donadora y la cepa J53 como bacteria
receptora. Adicionalmente todos los ensayos probados en esta estrategia se hicieron en

medio de cultivo liquido.

7.3.1.1 Ensayo de conjugacion de K. pneumoniae 'y E. coli J53 en caldo

Como resultado se obtuvo un crecimiento bacteriano en medios de cultivos
suplementados con Meropenem y Azida de sodio, de ese crecimiento se realizo aislamiento
de colonias en medios de cultivos suplementados con Meropenem y Azida de sodio. El
resultado del aislamiento de las colonias se muestra en la Figura 17 A4, en el que se observa

el medio de cultivo fraccionado en 32 espacios, en las posiciones 1, 7,9,12,14 y 15 se
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observa un crecimiento bacteriano, sugiriendo, que estas colonias podrian poseer el gen
blakpc.2, y a su vez el Tn6454. Posteriormente a los crecimientos en esas posiciones se le
realizo extracciéon de ADN por Boilling y se realizé confirmacion de especie por medio de

PCR.

En la Figura 17 B, se observa el resultado de la PCR, en la que se amplifica el gen uida que
es especifico para la especie E. coli. Los carriles del gel esta nombrado segun las posiciones
en las que hubo un posible evento de transconjugacion y transposicion. Finalmente se
evidencia que no hubo amplificacion por parte del gen, lo que nos confirma la ausencia
E.coli, y se descarta el supuesto de trenconjugacion y transposicion, debido a que los

aislados no son la bacteria receptora.

Figura 17 Resultado del ensayo de conjugacion simple, por aislamiento a partir de una alicuota
del producto final. A. Posibles aislamientos de transconjugantes en medio suplementado con
meropenem y Azida de Sodio. B. Amplificacion del gen uida, para identificacion de la especie
E.coli.
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7.3.1.1.1 Ensayo de conjugacion de K. pneumoniae y E. coli J53 en caldo y siembra
masiva del pellet

Para este ensayo, se modifico la cantidad del in6culo del producto bacteriano pasadas las
24h de haber estado en contacto las bacterias. El cambio de extraer el pellet y aislarlo en su
totalidad, se debe a aumentar la probabilidad de encontrar la colonia transconjugante, a
diferencia del ensayo anterior que la probabilidad se reducia al solo tomar y aislar 5 pL del

producto final pasadas las 24 h de haber estado en contacto las bacterias.

Finalmente, como resultado, luego de haber aislado el pellet en su totalidad, se obtuvo un
crecimiento bacteriano que fue nuevamente aislado por colonia, como se muestra en la
Figura 18, se realizaron 56 aislamiento en cajas de medio suplementado con Meropenem y
Azida de sodio, en la Figura 18 las secciones con un punto rojo son crecimientos aparentes

de la colonia, indicando un posible evento de conjugacion hacia la cepa J53.

Figura 18 Aislamientos de posibles colonias transconjugantes en medio suplementado con
meropenem y azida de sodio.
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Finalmente, se realiza la confirmacion de especie a los crecimientos mencionados
anteriormente. En la Figura 194, se muestra la confirmacion para especie en la que se
amplifico el gen wida y khe especificos para las especies E. coli y K. pneumoniae
respectivamente, se puede observar que las colonias que estan de los carriles 2 a 20
presenta una amplificacion sobre el nivel de 388 pb, lo que podria sugerir que estos
aislamientos son de la especie E. coli. En cuanto a la Figura 19B, muestra la confirmacion
para la presencia del gen blakpc2, se puede observar que en ninguno de los carriles de
interés hay una banda al nivel de 785 pb, indicando que no hubo una posible movilizacién

del gen; sugiriendo un falso positivo para las colonias que crecieron en el medio de cultivo.

Amplificacién: gen blagpc
Producto: 785pb

Figura 19 PCR de confirmacion para las bacterias de interés. A. Amplificacion del gen uida y khe,
para identificacion de la especie E. coli y K. pneumoniae. B. Amplificacion de gen blakpc., para
confirmacion de este dentro de la cepa de interés.
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7.3.1.2 Ensayo de conjugacion de K. pneumoniae y E. coli J53 en caldo mediante
pases seriados

Para este ensayo se plante6 el pase seriado, para aumentar la probabilidad de que sucediera
el evento de conjugacion, por tal razén se hicieron pases diarios y sembrados 200 pL del
producto diario en agares con marcadores de seleccion. Los pases se realizaron durante 15
dias de los cuales solo hubo crecimiento bacteriano en medios con marcador de seleccion

durante los dias del 0 al 4 como se muestra en la Figura 20.

Figura 20 Crecimiento bacteriano en medio con marcador de seleccion (Meropenem y Azida de
Sodio) durante los dias 0 al 4.

Continuando con la metodologia se realizd aislamiento de colonias de los dias 1, 2, 3 y 4.
En la Figura 22 se muestran 30 aislamientos de cada dia en agar suplementado con
meropenem y azida de sodio, se observa un crecimiento en las parcelas 3, 5, 11, 26, 27 del
dia 1, y crecimiento en la parcela 5 del dia 2. Sugiriendo un posible evento de conjugacion

dirigido a la cepa J53.
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Figura 21 Aislamientos de posibles colonias transconjugantes en medio suplementado con
meropenem y azida de sodio Los recuadres decolores hacen referencia a las colonias aisladas de
los diferentes dias. Verde: dia 1, Turquesa: dia 2 Morado: dia 3 y, Azul: dia 4

A los aislamientos que crecieron en el medio de seleccion, se les procedid a realizar la
confirmacion de especie y de la presencia del gen blakpc.2, en la Figura 22 A, se observa la
amplificacion del gen uida para identificacion de E. coli en todos los catrriles, en el caso del
carril 2, perteneciente a la colonia aislada en la parcela 3 del dia 1, amplifico el gen khe y
uida, mostrandonos la pretendencia de estas dos especies dentro de la parcela. En la Figura
22 B, se observa la amplificacion del gen blaxpc-2 solo para la colonia aislada en la parcela
3 (carril 2), esta amplificacion de este se atribuye a la presencia de K. pneumoniae dentro
de la parcela. Para el resto de los casos no hay una amplificacion del gen blakpc->
sugiriendo un falso positivo para las colonias que crecieron en el medio de cultivo con

marcadores de seleccion.
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Figura 22 PCR de confirmacion para las bacterias de interés. A. Amplificacion del gen uida y khe,
para identificacion de la especie E.coli y K. pneumoniae. B. Amplificacion de gen blaxpc.> para
confirmacion de este dentro de la cepa de interés.

7.3.2 Ensayo de conjugacion de E. coli K12 con R388 transformada con p33Kpn12-
KPCy E. coli J53

Como se menciona en la metodologia, en esta estrategia se empled a la cepa de E. coli
K12, con el plasmido R388, que es conocido por su facilidad de conjugacion y
adicionalmente confiere resistencia a los antibidticos Trimetoprim y sulfametoxazol debido
a que presenta los genes sull y dhfr. Ya a que el proposito del trabajo es analizar la
movilidad de Tn6454 y la nueva cepa no presenta el plasmido p33Kpn12-KPC se procedid
a realiza una electroporacion de K12, para poder ingresar este plasmido p33Kpnl12-KPC

dentro de la nueva cepa.

En la Figura 23, se muestra la confirmacion de la electroporacion de la cepa K12, en la
figura se muestra el resultado de diferentes amplificaciones, por tal razén la figura muestra
resultados para presencia del plasmido R388, del gen blakpc.2, el fragmento de Tn6454 que
estd unido al plasmido p33Kpnl2-KPC, el plasmido p33Kpnl12-KPC, el fragmento de

Tn6454 que presenta el gen blakpc.2, y finalmente el plasmido p33Kpn12-1. Los resultados
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fueron positivos para todas las amplificaciones que se realizaron a la cepa KI12

Transformada (K12 T).

Figura 23. Amplificaciones realizadas a la K12 transformada.

Posterior a la confirmacion de que los elementos de interés (pR388, p33Kpnl2-KPC,
p33Kpn12-KPC, gen blaxrc.> y Tn6454) estan presentes dentro de la cepa K12 T, se inicid
con el ensayo de conjugacion, el cual se diferencia de los demds ensayos por usar filtro en
medio solido durante el evento de conjugacion. El aislado que se realizo fue por agrupacion
de colonias, debido a que el tamaiio de las colonias no favorecia el aislamiento de una sola.
Teniendo en cuenta lo anterior lo resultados y andlisis se realizan a nivel de poblacion de
colonias. La Figura 24 muestra los resultados obtenidos de aislamientos poblacionales con
los marcadores de seleccion presentes, se obtuvo un total de 18 aislamientos poblacionales,

los cuales sugieren un posible evento de transconjugacion.
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Figura 24 Aislamiento de posibles agrupaciones poblacionales resistentes a Trimetoprim-sulfametoxazol, Meropenem
y Azida de Sodio

Posterior al aislamiento se realizaron las confirmaciones por medio de PCR para las 18
agrupaciones poblacionales aislados, en la Figura 25, se puede observar los resultados de
las PCR, para la agrupacion aislada 11 de la cual se sugiere un evento de transconjugacion
en la poblacion (los resultados de todas las poblaciones aisladas se observan en el ANEXO
A), este agrupamiento poblacional que es resistente a meropenem, Trimetoprim-
sulfametoxazol y azida de sodio, no muestra ninguna amplificaciéon para el plasmido
pR388, indicando que no hubo ninguna conjugacion por parte de este plasmido, por otro
lado se observa una franja tenue, sugiriendo un resultado positivo para la movilizacion del
plasmido p33Kpnl12-1, obteniendo asi una poblacidon que se ha conjugado y ha recibido uno
de los plasmidos de la cepa donadora K12, adicionalmente no se observa un amplificacion
para el fragmento de Tn6454 que consta del gen TnpA y el TSD 5°, lo que indica que el
transposon ya no se encuentra unido al plasmido p33Kpnl2-KPC, por tultimo la

amplificacion para el fragmento de Tn6454 que presenta el gen blakpc y blatem, muestra un
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resultado positivo, lo que confirma la presencia del transposon y del gen blaxpc-> entre la

agrupacion poblacional 11.

A. Agrupacion 11 B. Controles Amplificacién: p33Kpn12-1 Amplificacién: Fragmento II
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Figura 25 A. Amplificaciones de los fragmentos de interés plasmidso R388 y p33Kpnli2-1,
fragmentos de Tn6454 en la agrupacion poblacional 11. B. Controles para los fragmentos de
interés
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8 DISCUSION

La prevalencia de infecciones bacterianas portadoras de KPC ha aumentado debido a la
gran diseminacién de este gen de resistencia, siendo Klebsiella pneumoniae una de las
principales productoras de esta carbapenemasa, convirtiéndose en uno de los patdgenos mas
importantes y de mayor impacto clinico a nivel mundial. Las bacterias productoras de KPC
pueden hidrolizar los carbapenémicos y la mayoria de los antibioticos B-lactdmicos, esta
enzima es codificada por el gen blakpc-2 que es diseminado a través de transposones (Roy &
Partridge, 2017). Los mecanismos de movilizacion de DNA juegan un papel fundamental
en la adaptacion de las bacterias a su ambiente, y significativamente cuando estan frente a
moléculas mortales como los antibidticos. La existencia de diferentes y diversos
mecanismos de movilizacion de DNA intra e interespecies ha permitido la répida
diseminacion de genes de resistencia desde bacterias del ambiente hacia bacterias que
circulan en las instituciones de salud. Respecto a la movilizacion del gen blakpc-z, el
principal y mas frecuente mecanismo ha sido el Tn4401/, un transposén de 10 Kpb de la
familia Tn3 y con caracteristicas muy importantes como su alta frecuencia de transposicion,
la falta de especificidad de insercion, es decir, con capacidad de insertarse en diferentes
estructuras, e insertarse y permanecer dentro de diferentes especies bacterianas (Cuzon,
Naas, & Nordmann, 2011). La presencia de estos mecanismos de movilizacion influye

directamente en el funcionamiento de las bacterias, su resistencia y su evolucion genética.

En este estudio se analiz6 la posible movilizacion del blaxpc-> a través del Tn6454, una
nueva plataforma genética identificada en una cepa colombiana de K. pneumoniae. La
evidencia “in silici” sugiri6 que este transposon parece estar movilizdndose entre diferentes

estructuras plasmidicas, pero sin evidencia experimental de su capacidad de movilizacion
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(transposicion activa). Para esto, en este trabajo se realizé el disefio del ensayo de

conjugacion, para analizar de forma controlada la funcionalidad de este transposon.

En el presente estudio, el aislamiento de K. pneumoniae no transfirid sus determinantes
de resistencia a carbapenémicos por conjugacion. Lo que sugiere que la frecuencia de
conjugacion de 33Kpnl2-1 (IncN) es baja. En otros estudios realizado por Tabrizi y
colaboradores (2018) presentan frecuencias de conjugacion bajas con una media de 4.5x10
19 entre K. pneumoniae (IncN) y E. coli J53. De igual manera para experimentos realizados
con otras especies donadoras como Salmonella sp. con plasmido tipo IncN se presentan

frecuencias de conjugacion que oscilan entre 10 y 10°!3 (Dorr et al, 2022)

A pesar de no identificar cepas transconjugantes en los ensayos donde K. pneumoniae
33Kpnl2 fue donadora, se observd un evento de conjugacion por parte de E. coli KI12.
Sugiriendo que los ensayos de conjugacion tiene mayor probabilidad al ser realizados con
cepas de referencia. Lo que coincide con Hasman y colaboradores (2005), afirmando que
los ensayos de conjugaciones para transferir la resistencia antimicrobiana generalmente se
realizan “in vitro” con cepas de referencia (E. coli K12) o cepas adaptadas para la
conjugacion. Por otro lado Céceres y colaboradores (2021), presentaron mejores resultados
entre la conjugacion de E. coli K12 hacia K. pneumoniae con una frecuencia de
conjugacion de 10* , que a diferencia de la inversa del ensayo con una frecuencia de
conjugacion de 107, Por lo que el estudio de la movilizacion de EGM como los plasmidos
en aislamientos clinicos de interés son un reto mayor para la investigacion. Adicionalmente
en la estrategia, en el que se dio este evento de conjugacion presenta otro factor a favor
debido que se realiz6 en medio solido con el uso de filtros, lo que beneficia al evento de

conjugacion por el contacto directo y estatico entre las bacterias de interés, a diferencia de
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un medio liquido donde estan en constante movimiento y el evento es mas complejo de

ejecutarse (Smith, 1980).

Finalmente de las poblaciones bacterianas de J53 se observéd que solo una albergaban la
region del Tn6454 con blaxpc, lo que sugiere que la movilizacion de este atreves del
plasmido p333Kpnl2-1 es baja. Sin embargo se desconocen sus frecuencias de
transposicion “in vitro”. Teniendo en cuenta que este hace parte de la familia Tn3, uno de
los transposones mas representativos de esta familia que moviliza blaxpc actualmente

presenta una frecuencia de transposicion es alrededor de 10 a 10 /plasmido receptor.

Estos resultados sugieren que la diseminacion del gen blakpc-z es cada vez mas frecuente,
donde los mecanismos de movilizacién juegan un papel esencial, por tanto, su analisis y
estudio de su funcionamiento son de gran relevancia para el monitoreo de esta mayor
diseminacion. El entendimiento de los diferentes mecanismos de movilizacion de DNA y
su impacto en la evolucion bacteriana permitird disefiar nuevas y mas eficientes estrategias

para la prevencion y el tratamiento infecciones producidas por bacterias.
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9 CONCLUSIONES

El Tn6454 parece se activo y tener la capacidad de movilizarse de manera independiente
entre diferentes estructuras o moléculas de DNA, probablemente a través de la actividad de
su transposasa. La transposicion de Tn6454 favorece la movilizacion del gen blaxpc-2,
aumentando su diseminacién entre diferentes cepas de K. pnumoniae y a otras especies

bacterianas.
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10 LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La limitaciéon mdas importante fue la obtencidon de los resultados en una poblacion
bacteriana E. coli, debido a limitaciones en el tiempo, no se logr6 aislar una colonia que
cumpliera con las condiciones de transposicion. Adicionalmente, se asume que la
transposicion se dio hacia el plasmido 33Kpn12-1, sin embargo, existe la posibilidad de que
este se haya movilizado al ADN cromosomal de la cepa J53, por lo cual se recomienda una

secuenciacion completa de la cepa para la confirmacion del evento de transposicion.
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ANEXOS
ANEXO 1. PCR de las agrupaciones poblacionales aisladas en el ensayo de
conjugacion con plasmido R388 A. Identificacion de la presencia del plasmido R388
dentro de las agrupaciones poblacionales, resultantes del ensayo de conjugacion en
medio solido B. Identificacion de la presencia del plasmido p33Kpnl2-1 dentro de
las agrupaciones poblacionales, resultantes del ensayo de conjugaciéon en medio
semisolido. C. Identificacion de la presencia del fragmento III de Tn6454 dentro de
las agrupaciones poblacionales, resultantes del ensayo de conjugaciéon en medio
semisolido. D. Identificacion de la presencia del fragmento II de Tn6454 dentro de
las agrupaciones poblacionales, resultantes del ensayo de conjugaciéon en medio

so6lido
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