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RESUMEN

Las beta-lactamasas de tipo CTX-M son actualmente las méas diseminadas en todo
el mundo, considerandose endémicas en deamérica, Europa mediterranea,
Europa de Este y Asia. Klebsiella pneumoniae es un importante patégeno
nosocomial que se ha encontrado asociado con este tipo de beta-lactamasas. El
comportamiento epidemiolégico de los fenotipos de resistencia estd asociado a
elementos genéticos que albergan, estabilizan y diseminan este tipo de enzimas.
En este estudio, se describe el entorno genético de dos cepas de K. pneumoniae
portadoras de genes blactxwm aisladas de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal
(UARN) del Instituto Autbnomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA). Se
determiné la presencia de los genes blactx.w-1 y blactx.m2 para las cepas Kpn28 y
Kpn29, respectivamente. Mediante el uso de la técnica “mapeo por PCR” se
determind la organizacién “corriente arriba y abajo” del ambiente genético que
rodea estos genes. Para el entorno genético de blactx.m1 Se -obtuvo dos
fragmentos parciales no solapantes que asemejan la estructura de un integrén
simple clase 1 mientras.el entorno genético asociado a blactx.m2 posee: la
estructura de un integrén compuesto clase 1. En las regiones variables los genes
aadAb y aadA1 estuvieron presentes y relacionados al entorno genético de blacrx-
M1 Y blactx-m2 en las cepas Kpn28 y kpn29, respectivamente. La secuencia de
insercion ISCR1 fue detectada en los dos entornos genéticos estudiados y se
relacioné con la movilizacion y expresién de los genes blacrxw1 ¥ de blactx-m-z.
Este estudio representa la primera descripcion molecular de los elementos que
conforman el entorno de genes blacrx-m en Venezuela.
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1. INTRODUCCION

El incremento de la resistencia de las bacterias a los antimicrobianos es uno de los
problemas mas importantes en salud publica. En la actualidad, los beta-lactamicos
siguen constituyendo una de las mejores opciones terapéuticas antimicrobianas.
Sin embargo, la efectividad de los mismos, ha sido amenazada por la aparicion de
las beta-lactamasas. Los genes que codifican estas enzimas pueden residir en el
cromosoma bacteriano o en plasmidos. En el Gltimo caso, la relevancia es mayor,
ya que las beta-lactamasas pueden ser transferidas a diversos géneros
bacterianos y diseminarse en el ambiente hospitalario y en la comunidad (Torres y
col., 2005).

Las beta-lactamasas son enzimas que hidrolizan el enlace amida en el anillo beta-
lactamico generando un compuesto inactivo para la bacteria. Desde el punto de
vista clinico, las beta-lactamasas de espectro extenso (BLEE) son las mas
importantes, ya que estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar un espectro
amplio de cefalosporinas.de tercera y cuarta generacion, ademas del aztreonam
(Bonnet, 2004).

Las beta-lactamasas tipo CTX-M son las enzimas mas diseminadas en el mundo.
Estan codificadas en plasmidos transferibles y tienen la capacidad hidrolizar las
cefalosborinas de amplio espectro, son inhibidas por el acido clavulanico y el
tazobactam. Las CTX-M han sido encontradas predominantemente en
enterobacterias tales como: Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis y Salmonella typhimurium. A principios de los afios 80 empezaron a
reportarse los primeros aislamientos de Kilebsiella spp. resistentes a las
cefalosporinas de tercera generacion mediante la produccion de BLEE.

K. pneumoniae es un patégeno de importancia en el ambito hospitalario,
frecuentemente esta relacionado con infecciones nosocomiales en unidades de
cuidado intensivo y salas de pediatria. El aislamiento de cepas resistentes a



cefalosporinas de tercera generacion con resistencia combinada a multiples
antibiéticos y con la proliferacion de cepas multirresistentes ha incrementado el
problema de las infecciones intrahospitalarias causadas por K. pneumoniae. Estas
cepas con fenotipos multirresistentes son dificiles de tratar, ocasionando el
incremento de las tasas de mortalidad en las estancias hospitalarias, asi como los
costos de atencion (Diestra, 2010).

Histéricamente, la difusion de un fenotipo de resistencia caracteristico en un area
concreta y en un tiempo limitado se ha asociado a la expansion clonal de una cepa
que ha adquirido un determinado mecanismo de resistencia. Sin embargo, en el
caso de las enterobacterias resistentes a los beta-lactamicos por adquisicién de
beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE), la situacion parece mucho mas
compleja, ya que la difusion se debe a la movilidad, propia o inducida, de algunos
de los elementos genéticos presentes en su entorno, como los plasmidos, las
secuencias de insercion (IS), los transposones (Tn) . o los integrones (In),
destacando su gran relevancia clinico-epidemiologica. Las IS, Tn e In,
desempenan un papel muy importante en la movilizacion génica.intracelular. Son
elementos ampliamente distribuidos, extremadamente diversos y en continua
evolucion. Las IS tienen la capacidad de moverse de un replicon a otro mediante
una reaccion de recombinacibn de material genético consecuencia de la
translocacion de un segmento de ADN, llamado elemento transposable o Tn,
desde un lugar del genoma a otro.

La transposicion es una recombinacién no homoéloga, pero si especializada, no
necesita una homologia entre el elemento transponible o el sitio donde se
encuentra y el nuevo lugar de insercion, pero se produce en sitios especificos, en
dianas reconocidas por unas enzimas, las recombinasas, llamadas transposasas.
Estas transposiciones pueden dar lugar a deleciones o inversiones, por lo que
contribuyen sustancialmente a la diversidad genética. Tanto los Tn como las IS
desempefian un papel en la difusién de las BLEE. Por otra parte, los In ayudan a
incrementar la diversidad, pues a pesar de que no pueden transponerse tienen la



capacidad de integrar genes codificadores de distintas clases de BLEE, con
diferentes origenes y asociados a otros genes, como {os que confieren resistencia
a aminoglucésidos, sulfamidas o cotrimoxazol. En aislados clinicos estas
estructuras se han encontrado en un gran nimero de plasmidos de caracteristicas
variables en cuanto a su tamafio, grupo de incompatibilidad, asi como al hecho de
que sean o0 no conjugativos.

La caracterizacion de los plasmidos, determinando el grupo de incompatibilidad al
que pertenecen y estudiando el entorno genético de los genes de resistencia nos
permite hacer un seguimiento de su movilidad, asi como establecer una relacion
evolutiva de dichos genes (Navarro y Mird, 2007; Cullik y col., 2010; Cantén y col.,
2012).



2. MARCO TEORICO

2.1. Aspectos microbiolégicos generales de K. pneumoniae

K. pneumoniae pertenece al super reino bacteria, phylum Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae,
género Klebsiella. Es la especie tipo del género llamado asi por Trevisan (1885)
en honor al microbidlogo Aleman Edwin Klebs de fines del siglo XIX (Brisse y col.,
2006). Los bacilos ahora conocidos como Klebsiella también fueron descritos por
Carl Friedlander, y por muchos afios el “Bacilo de Friedland” fue bien conocido
como la causa de neumonia severas y a veces fatales. Las especies de Klebsiella
estan ampliamente distribuidas en la naturaleza y en el tracto gastrointestinal de
humanos y animales (Koneman y col., 2004).

K. pneumoniae es la especie de mayor importancia clinica y mas estudiada dentro
del género Klebsiella, puede causar una forma clasica de neumonia primaria. 'Se
aisla con mas frecuencia en muestras clinicas: orina, secreciones respiratorias,
sangre, entre otras. Es un bacilo Gram negativo, fermentador de glucosa que
forma colonias rojas tipicas en el agar MacConkey; Voges-Proskauer positivo,
oxidasa negativa, no movil, HS negativo, arginina negativo, indol negativo,
ornitina descarboxilasa negativo, fenilalanina negativo y utiliza el citrato. Sin
embargo, actuaimente la identificacibn completa de todas las especies de
Klebsiella es posible s6lo a través de pruebas moleculares (Meurer y col., 2010)



2.2. Caracteristicas antigénicas de K. pneumoniae

La serotipificacién de K. pneumoniae esta basada principalmente en los antigenos
de la capsula (Lopez y Echeverri, 2010). Esta serotipificacién (antigenos K) es
altamente discriminatoria y es el unico método de tipificacion definitivo disponible
s6lo en centros de referencia. En 1926 se describieron los primeros 2 serotipos
capsulares, posteriormente se llegaron a reportar 82 antigenos K. Hoy dia, se
utiliza un esquema internacional que incluye 77 serotipos luego de la eliminacion
de 5 antigenos (Brisse y col., 2006). Algunos tipos capsulares estdn asociados a
cepas virulentas, como por ejemplo los K1, K2, K4 y K5 (Lépez y Echeverri, 2010).
También se han descrito 12 diferentes antigenos O de Klebsiella, sin embargo,
esta clasificacion es poco usada ya que su determinacién es obstaculizada por la
presencia de la capsula (Podschun y Uliman, 1998). No obstante, el incremento de
los niveles de resistencia antimicrobiana en cepas de Klebsiella ha renovado el
interés en el estudio de los antigenos O como vacunas potenciales.

2.3. Factores de virulencia

Los principales factores de virulencia asociados con K. pneumoniae son los
polisacaridos capsulares, las fimbrias o adhesinas, los sideréforos y el
lipopolisacarido (Tabla 1). Todos ellos tienen una gran importancia y la
patogenicidad de la bacteria es el resultado de la accién conjunta de varios de
estos factores, que permitiran a la bacteria adherirse, colonizar y multiplicarse en
el interior del hospedador, resistir su sistema inmune (o simplemente no
estimulario) y producirle un dafio (Izquierdo, 2003).



Tabla 1. Mecanismos de patogenicidad del género Klebsiella.
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Continuacioén Tabla 1.

istica
-Moléculas de bajo
peso molecular

capaces de formar
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Fuente: Rivera, 2002.



2.4. Importancia de K. pneumoniae como patégeno nosocomial

Especies de Klebsiella son ubicuas en la naturaleza, probablemente tienen dos
habitat comunes, uno de ellos es el ambiente, donde pueden ser encontradas en
las superficies acuosas como: aguas residuales, suelo y sobre las plantas y el otro
es la superficie de las mucosas de mamiferos como los humanos, caballos o
cerdos. Se ha estimado que Klebsiella spp. causa el 8% de todas las infecciones
nosocomiales en los Estados Unidos y en Europa y dentro de este género K.
pneumoniae es el principal agente etiolégico. En humanos, K. pneumoniae esta
presente como un saprofito en la nasofaringe y en el tracto intestinal, puede
causar sepsis de aparicion temprana y tardia, conjuntivitis, neumonia, infecciones
del tracto urinario e infecciones en la zona quirurgica (Gupta y col., 2003).

La tasa de portadores difiere considerablemente de un estudio a otro. El
porcentaje de deteccion.en muestras de heces oscila entre 5 y 38%, mientras que
en la nasofaringe es de 1 al 6%. Debido a que es una bacteria Gram negativa su
crecimiento no es optimo-en la‘piel humana y es-considerada flora transitoria
(Podschun y Ullmann, 1998).

Las especies de Klebsiella se adaptan bien a los ambientes hospitalarios. Estos
organismos pueden sobrevivir mucho mas que otras bacterias entéricas en manos
y en superficies del ambiente hospitalario facilitando las infecciones cruzadas. La
inadecuada higiene de las manos del personal es probablemente el principal
problema en la diseminacion entre pacientes (Meurer y col., 2010).

El porcentaje de portadores cambian drasticamente en ambientes hospitalarios
principalmente en unidades de cuidados intensivos y salas de pediatria donde las
tasas de colonizacién se incrementan directamente proporcional a la longitud de la
estadia (Espinal y col., 2004). Incluso el personal hospitalario tiene elevadas tasas
de este microorganismo. El porcentaje de portadores reportados en pacientes
hospitalizados son 77% en heces, 42% en las manos y 19% en faringe. Esta alta



colonizacién nosocomial de Klebsiella parece estar asociada mas con el uso de
antibiéticos que con la prestacion de atencién en el hospital (Podschun y Ulimann,
1998). Esta situacion ha favorecido el frecuente aislamiento de cepas resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion y a otros antibidticos (Espinal y col., 2004).

En el Instituto Autdbnomo Hospital Universitario de los Andes, Mérida, Venezuela,
se aislaron cepas de K. pneumoniae en neonatos hospitalizados entre abril y junio
de 1998, cuyos estudios moleculares revelaron la presencia de genes que
codificaban para las beta-lactamasas tipo SHV-5 y TEM-1 (Araque y col., 2000).
Estudios posteriores en el afo 2007 permitieron establecer una relacion
epidemioldgica entre los aislados estudiados sugiriendo la probable permanencia
de K. pneumoniae en el area hospitalaria (Gonzalez y col., 2011).

2.5. Mecanismos de resistencia intrinseco y extrinseco Klebsiella
pneumoniae a los antibiéticos beta-lactamicos de amplio espectro.

K. pneumoniae "es rnaturalmente resistente a -aminopenicilinas (ampicilina- y
amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) y otras penicilinas, pero
es susceptible a la mayoria de los otros beta-lactamicos. Esta resistencia natural
es debida a la produccién constitutiva de bajo nivel de una beta-lactamasa clase A
cromosomal, la cual es inhibida por el acido clavulanico. Los genes de beta-
lactamasa cromosomal son conocidos como blagny ¥ blaien. El gen blagyy se
encuentra en cepas del grupo filogenético Kpl, mientras que bla en se localiza en
cepas Kplll. Las cepas Kpll, las cuales albergan una nueva variante del gen
llamado bla-okr> (Haeggman y col, 2004).

Las cepas que producen beta-lactamasas tipo SHV-1 permanecen susceptibles a
cefalosporinas de tercera generacion (ej. cefotaxima). Desde 1983, se ha
reportado un incremento en la frecuencia de aislados de K. pneumoniae y K.
oxytoca resistentes a cefalosporinas de tercera generacién (cefotaxima vy
ceftazidima) y aztreonam. La resistencia es mediada con mayor frecuencia por



plasmidos con varias alteraciones de las beta-lactamasas SHV-1, TEM-1, TEM-2.
Se han descrito mas de 180 variantes aminoacidicas de SHV y mas de 200
variantes de TEM y estan compiladas en internet en http://www.lahey.org/Studies/.

Las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son mas comunmente
encontradas en K. pneumoniae. Un estudio de vigilancia realizado en los Estados
Unidos indicé un incremento en la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM: 2 pg/mli
0 mas) para la ceftazidima en un 24% de los aislados de K. pneumoniae y 15%
para aislados de E. coli (Jones, 2001).

Se han descrito nuevos fenotipos de resistencia a beta-lactamicos en K.
pneumoniae que incluyen enzimas que hidrolizan carbapenemos entre ellas una
variante codificada cromosomalmente del gen blasnv.1 y beta-lactamasas ampC
mediadas por plasmidos, las cuales son generalmente resistentes a inhibidores de
beta-lactamasas. Sin embargo, en la actualidad los antibiéticos tipo carbapenemos
permanecen  activos in vitro contra una gran ‘mayoria de las cepas de K
pneumoniae productoras.de BLEE (Podschun y Uliman, 1998)

2.6. Beta-lactamasas de espectro expandido (BLEE)

o Concepto de beta-lactamasas, estructura y clasificacion
Las beta-lactamasas son enzimas codificadas en el cromosoma, plasmidos,
transposones o integrones y pueden producirse de manera constitutiva o
inducible. Las beta-lactamasas cromosémicas son universales en una
determinada bacteria, mientras que la presencia de las codificadas por
plasmidos es variable y transferible entre las diversas especies bacterianas.
Estas enzimas hidrolizan el anillo beta-lactdmico antes que el antibiético llegue
al punto de union con las proteinas fijadoras de penicilinas (PBP). Las beta-
lactamasas se unen a los beta-lactamicos mediante un enlace no covalente,
posteriormente tiene lugar una acilaciéon entre el grupo éster del anillo beta-
lactamico y el grupo hidroxilo libre del residuo de serina (en el caso de las beta-
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lactamasas A, C y D) del centro activo de la enzima. Finalmente la enzima que
se encuentra activa es liberada y el antibiético es inactivado (Diestra, 2010).

Aunque todas las beta-lactamasas catalizan la misma reaccion se han aislado
y caracterizado numerosos tipos de enzimas que se clasifican en forma diversa
de acuerdo, por ejemplo, a su secuencia aminoacidica, peso molecular o
especificidad de sustrato. La clasificacion molecular de Ambler, 1980 divide las
beta-lactamasas clasicamente en 4 grandes grupos (A - D) basados en la
similaridad aminoacidica y no fenotipica. Las clases A, C y D se caracterizan
por poseer una serina en su centro activo. El grupo B son metaloenzimas que
utilizan un i6n zinc como cofactor. En la clasificacién de las beta-lactamasas
descritas por Bush, Jacoby y Medeiros, 1995 se incluyen otras caracteristicas
como el espectro de sustrato y el comportamiento frente a inhibidores. Las
principales BLEEs quedarian englobadas en los grupos 2be y 2de de esta
clasificacion (Paterson y Bonomo, 2005). Ambas clasificaciones estan
relacionadas (Tabla 2).

o TEM, SHV, CTX-M, OXA

Los cuatro tipos de enzimas BLEE mas destacadas son: TEM, SHV, CTX-M y
OXA. Las tres primeras pertenecen a la clase A de Ambler y los grupos 2b,
2be, 2br, 2ber de Bush-Jacoby-Medeiros (2010). Las enzimas del tipo OXA
pertenecen a la clase D y los grupos 2d, 2de y 2df de Bush-Jacoby-Medeiros
(2010).
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Tabla 2. Clasificacion de las beta-lactamasas segun su grupo funcional (Bush,
Jacoby y Medeiros) y clase molecular (Ambler).

“Bush, | Bus
Jacobyy  Ja
~Medeiros . :Medei ;
1 Cefalosporinas E. coli AmpC, P99,
ACT-1, CMY-2, FOX-1,
MIR-1
1e NI° C Cefalosporinas - - GC1, CMY-37
2a 2a A Penicilinas + - PC1
2b 2b A Penicilinas + - TEM-1, TEM-2, SHV-1
Cefalosporinas
182G
2be 2be A Cefalosporinas + - TEM-3, SHV-2, CTXM-
12-43G 15, PER-1, VEB-1
Monobactamicos
2br 2br A Penicilinas - - TEM-30, SHV-10
2ber NI® A Cefalosporinas - - TEM-50
18-43G
2c 2c A Carbenicilina + - PSE-1, PSE-3, PSE-4,
CARB-3
2ce NI° A Carbenicilina, + - RTG4
Cefepime
2d 2d D Cloxacilina Variable - OXA-1-10
2de NI D Cefalosporinas Variable - OXA-11, 0XA-15
18-45G
2df NI° D Carbapenémicos  Variable - OXA-23, OXA-48
2e 2e A Cefalosporinas + - CepA
12-432G
2f 2f A Carbapenémicos  Variable - KPC-2, IMI-1, SME-1
3a 3 B (B1) Carbapenémicos - + IMP-1, VIM-1, Cer-A,
IND-1
B(B3) L1, CAU-1, GOB-1,
FEZ-1
3b 3 B B(2) Carbapenémicos - + CphA, sfh-1
NI 4 Desconocido

CLV?: acido clavulanico; TZ" tazobactam; NI°: No incluido; 19-42G: primera a cuarta generacion.

Fuente: Diestra, 2010.

TEM: Estas beta-lactamasas han sido descritas en K. pneumoniae y E. coli,
también se han observado en otros géneros de enterobacterias como
Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis, Morganella morganii, Salmonella
enterica o Providencia rettgeri. Se han descrito desde TEM-3 a TEM-29, TEM-
42, TEM-43, TEM-46, TEM-50, TEM-52-TEM-58, TEM-60-TEM-64, TEM-66-
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TEM-72, TEM-75, TEM-80, TEM-85-TEM-167. Dentro de las cuales, existen
enzimas que hidrolizan la cefotaxima y ceftazidima (TEM-4), sélo ceftazidima
(TEM-5, TEM-7, TEM-12 y TEM-16), otras tienen como sustrato la cefotaxima
(TEM-3, TEM-20 y TEM-25) y algunas inactivan particularmente el aztreonam,
tale como: TEM-22 (Diestra, 2010).

SHV: Su designacion deriva de la presencia de un grupo sulfidrilo (sulphydry!
variable) y su afinidad por el compuesto para-cloromercuriobenzoato (PCMB).
A diferencia de las beta-lactamasas tipo TEM hay relativamente pocos
derivados de SHV. De la misma manera que en el caso anterior, hay enzimas
tipo SHV que tiene actividad hidrolitica preferente por cefotaxima y ceftazidima
(SHV-2, SHV-12), otras que hidrolizan mas rapidamente la cefotaxima que la
ceftazidima o el aztreonam, como la SHV-3 y algunas que muestran
preferencia por la ceftazidima (SHV-4, SHV-6). La mayoria de las BLEE tipo
SHV se han encontrado en cepas de K. pneumoniae, aunque estas enzimas
se han descrito en Citrobacter koserii, E. coliy P. aeruginosa. L.a enzima SHV-
12 se ha descrito en-todo el mundoy se ha encontrado en.cepas aisladas de
animales y humanos. Las enzimas de tipo SHV podrian haber tenido origen en
LEN-1, una penicilinasa cromosémica de K. pneumoniae, con la cual SHV-1
presenta un 97,5% de homologia. La movilizacién del gen correspondiente a
plasmidos y/o elementos transponibles puede haber sido mediada por 1S26
(Da Silva, 2010).

CTX-M: Se han descrto hasta la fecha 150 variantes
(hitp://www.lahey.org/studies/webt.htm) que se agrupan en 5 familias distintas

en funcién de la homologia de las respectivas secuencias aminoacidicas:
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (Cant6én y col., 2012).
Actualmente constituyen las beta-lactamasas mas diseminadas en todo el
mundo, tanto en el medio intra como extra hospitalario, considerandose
endémicas en Sudamerica, Europa mediterranea, Europa de Este y Asia. Las
enzimas de tipo CTX-M poseen un mayor poder hidrolitico frente a cefotaxima,
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razén por la cual fueron designadas cefotaximasas. Estas variantes parecen
tener un origen en genes cromosémicos de bacterias medioambientales
(Kluyvera sp.). La movilizacién de estos genes a bacterias de origen clinico
parece haber ocurrido por la accion de unidades de captura génica, como
ISEcp1, ISCR1 o secuencias relacionadas con fagos (Da Silva, 2010). Estas
unidades de captura han sido descritas principaimente en E. coli aunque, se
han encontrado en otras enterobacterias. Actualmente, las enzimas CTX-M-
14, CTX-M-3, CTX-M-15 y CTX-M-2 son las que tienen mayor dispersién
geogréfica localizandose, incluso en cepas aisladas de animales sanos, lo cual
sugiere que estos podrian comportarse como reservorios de cepas
productoras de estas beta-lactamasas (Diestra, 2010).

OXA: Las beta-lactamasas tipo OXA se caracterizan por tener una elevada
afinidad por la oxacilina y la cloxacilina y por ser poco inhibidas por el acido
clavulanico. Segun el grado de homologia de las secuencias nucleotidicas se
dividen en 9 grupos, dentro de los cuales algunas enzimas presentan actividad
frente a cefalosporinas de tercera y.cuarta generacién y/o aztreonam: Estas
beta-lactamasa plasmidicas de espectro extendido raramente se han
encontrado en enterobacterias y son predominantes en P. aeruginosa. Se
caracterizan por hidrolizar preferentemente la cefotaxima y una menor
actividad frente al aztreonam.

2.7. Importancia de las plataformas genéticas para la diseminacién de los
genes bla.

La dispersion tan efectiva de los genes bla a lo largo de estos afios se ha

producido por dos mecanismos, bien por diseminacion de una determinada cepa

(diseminacion clonal) o por la presencia de estos genes en diferentes plataformas
genéticas de transferencia horizontal como secuencias de insercién, transposones
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y plasmidos (diseminacién horizontal a través de elementos moviles) (Fernandez-
Gonzélez, 2012).

La mayoria de las resistencias a antibidticos beta-lactamicos se han adquirido
principalmente por transferencia horizontal desde otras bacterias (Rodriguez-
Rojas y col., 2013). Sin embargo, en algunos hospitales, se han descrito cuadros
epidemiol6gicos en el que aparecen combinados ambos mecanismos. Recientes
articulos han descrito la presencia de diseminacion clonal de al menos 5 cepas
diferentes de Klebsiella productoras de BLEE en el mismo servicio y al mismo
tiempo. Ademas, miembros de un mismo clon podrian portar diferentes plasmidos
(que codifiquen diferentes genes de BLEE) y cepas no relacionadas
epidemioldgicamente podrian producir la misma BLEE debido a la transferencia
del plasmido entre diferentes especies (Paterson y Bonomo, 2005). Ello pone de
relieve que los plasmidos y otros elementos mdviles tienen una gran relevancia
clinico epidemiolégica.

La estructura modular de los elementos de transferencia horizontal favorece: el
intercambio entre distintos elementos genéticos, dotando de una gran plasticidad a
las poblaciones bacterianas. Recientemente se ha sugerido que la transferencia
horizontal estd mas favorecida por la proximidad entre microorganismos que
comparten caracteristicas genéticas como el tamafio del genoma o su contenido
en G+C que por su proximidad filogenética. Estos grupos bacterianos que
intercambian material genético de forma preferencial son denominados
“comunidades de intercambio genético” (Da Silva, 2010).

2.8. Mecanismos de diseminacion de las BLEE: elementos de insercion,
transposones, integrones y plasmidos.

Plasmidos: Son moléculas de ADN doble cadena, extracromosémico y
autoreplicable. Estan compuestos de una regién constante que contiene los genes
responsables de funciones esenciales como la replicacion, el mantenimiento y la
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transferencia; y una regién variable donde se localizan los genes responsables de
funciones adaptativas como: resistencia a antibiéticos, factores de virulencia o
produccion de bacteriocinas (Diestra, 2010; Da Silva, 2010). Esta ampliamente
documentada la participaciéon de los plasmidos en el soporte y movilizacion de
genes de resistencia antibidtica, en la mayoria de especies bacterianas de interés
clinico. Este hecho, sumado a la capacidad de ser transferidos o movilizados a
través de un proceso llamado conjugacion entre diferentes especies bacterianas,
es de primordial importancia para el entendimiento de la evolucion de las
poblaciones bacterianas (Cantén, 2006; Fernandez, 2010).

La clasificaciéon de los plasmidos se ha realizado en base a diferentes criterios,
como el nimero de copias, el rango de hospedador, el grupo de incompatibilidad
(Inc) y su capacidad de transferencia entre células. Esta Ultima caracteristica
permite diferenciar estos elementos en plasmidos conjugativos y plasmidos
movilizables (Da Silva, 2010). La caracterizacion de los grupos Inc se realiza
actualmente por sistemas de tipaje basados en la'identificacion de secuencias de
la region del control-de replicacion por PCR o hibridacion con sondas especificas:
ori (origen de replicacion), cop/inc (control de inicio de replicacién) y rep
(replicacion y control) (Carattoli y col., 2005). Los plasmidos que pertenecen al
mismo grupo de incompatibilidad (Inc) no pueden coexistir en la misma célula al
compartir los mismos mecanismos de replicacion (excepto en caso de
recombinacién, en el que sélo actia un mecanismo dominante) (Taylor y col.,
2004).

Los plasmidos conjugativos se subdividen en dos grandes grupos segun el
mecanismo de control de replicacién. Un grupo esta formado por aquellos
elementos en los cuales el reconocimiento del sitio ori se hace a través de la
ligacion de la proteina Rep a iterones (secuencias repetidas de ADN) e incluye
pPS10 de Pseudomonas, pRK2 (prototipo del grupo IncP en Enterobacteriaceae)
o R27 y R478 (prototipos de los grupos IncHI1 e IncHI2, respectivamente). Otro
grupo esta representado por los plasmidos cuyo contro!l de replicacion se realiza
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negativamente “control antisense”, es decir, a partir de una molécula de ARN
“antisense” (copA) que inhibe la sintesis de RepA. A este grupo pertenecen los
plasmidos de la familia repFllIA a la que pertenecen los grupos IncFll (cuyo
prototipo es el plasmido R100), IncFIC, IncZ y los plasmidos del complejo Incl
(incB/0, IncK, Inci1 e incl/M) (Da Silva, 2010).

Los plasmidos no conjugativos o movilizables son plasmidos pequefios con un
alto nimero de copias, cuya region constante esta constituida por una regiéon mob
(necesaria para la movilizacién) y una regién ori (origen de replicacion). Su
transmisibilidad depende de la presencia de un moédulo de conjugacion de otro
elemento genético. Se ha propuesto un esquema de clasificacion de estos
plasmidos basado en las diferencias de sus relaxasas, proteinas esenciales para
el inicio de la transferencia del ADN tanto en plasmidos conjugativos como en
plasmidos movilizables (Francia y col., 2004). Los plasmidos movilizables han
contribuido también a_la diseminacién de_genes de resistencia .y virulencia
(Jeziorowski y Gordon, 2007). Los tipos mas emblematicos son los plasmidos Col
y los IncQ. Los plasmidos Col se caracterizan.por-la produccién de colicinas,
exoproteinas toxicas (bacteriocinas) producidas por algunos miembros de
Enterobacteriaceae, principalmente E. coli. Su prototipo es el grupo ColE formado
por plasmidos de espectro restringido con un sistema de control de replicacion
similar al de la familia repFllA, paradigma de los plasmidos conjugativos de
enterobacterias (Da Silva, 2010).

Algunos genes de beta-lactamasas de espectro extenso han sido localizados en
plasmidos ColE como es el caso de blacrx.m-17 (Cao y col., 2002). Los plasmidos
IncQ, cuyo prototipo es el plasmido RSF1010, se caracterizan por su amplio
espectro de hospedador, que incluye bacterias Gram positivas, Gram negativas y
Archaea. Se transfieren eficientemente entre células con la ayuda de plasmidos de
distintos grupos de incompatibilidad como Incl, IncM, IncX y sobre todo IncP (Da
Silva, 2010).
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La distribucion de las blacrx.m entre plasmidos, en funcion del grupo de
incompatibilidad es diversa. De manera que, se ha encontrado blactx.m entre
plasmidos con amplio rango de hospedador: IncN o L/M (blactx.m1), Inc A/C
(blactx-m-3) e Inc P1a (blacTx-me); ¥ entre los siguientes plasmidos de estrecho
rango: IncF2 (blactx-m-1s), Inc HI2 (blactxwm-e) € Inc F1 (blactxms) (Navarro, 2007).

La secuenciacion completa de plasmidos ha llevado al conocimiento de otras
piezas fundamentales en la movilizacién genética, como son los transposones e
integrones presentes en los mismos, y de como estos participan en la transmision
de la resistencia a los agentes antimicrobianos.

Transposones: Son fragmentos de ADN moviles, capaces de insertarse en
distintos lugares dentro del cromosoma bacteriano y “saltar” a otras localizaciones,
incluyendo plasmidos o ADN de bacteriéfagos. Dependen de la replicacion de su
hospedero ya que son incapaces de replicarse autbnomamente (Diestra, 2010).

Se han definido cuatro clases.de transposones en enterobacterias con base a sus
diferencias estructurales y su mecanismo de transposicion: transposones
compuestos o transposones de clase |, transposones de clase |, transposones de
la familia Tn5090-Tn7 y transposones conjugativos, siendo las tres primeras
clases las que se encuentran con mayor frecuencia en Enterobacteriaceae.

o Transposones de clase | o los transposones compuestos (figura 1):
consisten en dos copias de una secuencia de insercion (IS) con la misma o distinta
orientacion, que flanquean un nimero variable de genes con diferentes funciones,
principalmente resistencia a antibiéticos o funciones catabélicas que contribuyen
a la transposicion (Da Silva, 2010).

Los ejemplos mas representativos de transposones de clase | en
Enterobacteriaceae son Tn5 (1S50, kan) y Tn1525 (IS15, kan) que confieren
resistencia a kanamicina y Tn10 (IS70, tet) que confiere resistencia a tetraciclina
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(Sherburne y col., 2000). Recientemente, los transposones clase | han sido
también asociados con la diseminacién de los genes blaper-1 (1IS1387) y blaoxa-4s
(1IS1999). Estos transposones compuestos se encuentran frecuentemente
formando parte de estructuras mas complejas que contienen transposones de
clase Il como Tn27 (Tn1525) o Tn5393 (IS1387-blaper1-1S1387) en diferentes
especies de bacterias gram negativas (Da Silva, 2010).

e Transposones de clase lI: los mas prevalentes en Enterobacteriaceae, se
caracterizan por la presencia de genes que codifican una transposasa y una
resolvasa, y un segmento de ADN variable, todo ello flanqueado por dos
secuencias repetidas invertidas “IR” (inverted repeat) (Figura 1). Dentro de este
grupo, se han definido dos sub-grupos dependiendo de la orientacion de la
transposasa (tnpA) y resolvasa (tnpR): los derivados de Tn3 (en los cuales
transposasa y resolvasa se transcriben en direccidn opuesta) y los derivados de
Tn21 (en los cuales esos genes se transcriben en la misma direccion). Los
transposones tipo Tn3 constituyen un grupo heterogéneo ampliamente diseminado
en bacterias gram= negativas..y gram-positivas de origen humano, .animal y
medioambiental, cuyo maximo representante es Tn3 (Grindley y col., 2001). Los
transposones de este grupo son responsables de la diseminacion de diferentes
variantes de tipo blargm como blatem-1, blatem-2, blartem-s, blatems2 y blarem3s (Da
Silva, 2010). La secuencia de inserciéon ISEcp1 esta frecuentemente asociada con
genes blacyx.m del grupo 1 (blactx.m1. blactxwm-s. blactxm1s, blacrxwmaz) dentro de
Tn3 (Lartigue, 2004).
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Figura 1: Representacién esquematica de transposones clase | y clase |l

e Transposones de la familia Tn5090-Tn7: Esta familia engloba el
transposon mercurial Tn5090, los transposones asociados a integrones de clase 1
(Tn402), y de clase 2 (Tn7) descritos en bacterias Gram negativas, Tnb52 de
Staphylococcus aureus y el fago Mu. Su médulo de transposicién esta formado por
cuatro proteinas (TniABQR en Tn402 y Tn5053 o TniABCD en Tn7). Se
caracterizan por un mecanismo de transposicién replicativa en dos pasos que
incluye la formacion de cointegrados y su resolucion en un sitio res. Se diferencian
de los transposones Tn3 en que la formacién de cointegrados que requiere la
accion de varios genes en lugar de uno (Da Silva, 2010).

e Transposones conjugativos (CTn): Engloban elementos genéticos muy
diversos que también se conocen como “elementos integrativos-conjugativos”
(integrative and conjugative elements, ICEs) (Da Silva, 2010). Estos transposones
son capaces de transferirse desde un cromosoma bacteriano al de otra célula
diferente. Contienen las recombinasas sitio-especificas que promueven la escision
y posterior integraci6n cromosémica. No son considerados plasmidos, ya que
aunque durante el proceso de conjugacién si se da un ciclo de replicacion RC
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sobre una de las hebras, el mantenimiento de este tipo de elementos en la
progenie bacteriana s6lo necesita de la integracion en el cromosoma y no de la
replicacién de la molécula de doble cadena. El transposén conjugativo mejor
descrito es el Th916 en Enterococcus faecalis y su homélogo Tn1545. Se trata de
un elemento cromosémico conjugativo, que al contrario de lo que ocurre en los
plasmidos no se halla aislado como replicon independiente. Tn976 proporciona
resistencia a tetraciclinas y minociclina, y Tn1545 a eritromicina y kanamicina
(Burrus, 2002).

Integrones: Son estructuras sin capacidad de transposicion “per se”. Son
sistemas de recombinaciéon sitio-especifica, a través del cual ocurre el
reconocimiento, la captura, y la expresion de casetes o genes cassettes. Los
genes cassette son moléculas de ADN no replicativas que se encuentran como
ADN circular libre, integrados en plasmidos o en el cromosoma. Aunque los genes
estructurales presentes en integrones son _mayoritariamente de resistencia,
también es posible la integracion de otro tipo de genes que probablemente no se
observan con tanta frecuencia, porque-no existe-la presién selectiva-necesaria
para que se manifieste fenotipicamente (Sabaté, 2002; Diestra, 2010).

Los integrones se componen de tres elementos esenciales localizados en una
region conservada denominada “5’-conserved regiéon” (5-CS): el gen int que
codifica para una integrasa de la familia de las tirosina-recombinasas, un sitio
primario de recombinacion (att/) y un promotor (Pc), que asegura la expresion de
los genes cassettes. Algunos tipos de integrones presentan una regién
conservada 3'CS (3-conserved region), constituida por un gen de resistencia a
compuestos de amonio cuaternario (qacEA7), un gen de resistencia a sulfamidas
(sult1) y una secuencia de funcién desconocida (orf5) (Mazel, 2006).
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Figura 2: Representacion esquematica de un integrén. Regiones conservadas:
extremos 5'CS y 3'CS. Intl, integrasa; qacEA1 y sull, resistencia a amonios
cuaternarios y sulfamidas; orf5, funcién desconocida; Region variable con genes
cassettes; Pc, promotor que dirige expresion de estos genes.

Los integrones no estan dotados de movilidad, sino que se asocian a secuencias
de insercién, transposones y/o plasmidos conjugativos, que permiten su
transmisién intra e intercelularmente (Mazel, 2006). Se han identificado cinco
clases de integrones asociadas a la diseminacion de genes de resistencia en
Enterobacteriaceae, que difieren entre si en las secuencias de sus integrasas
(Rowe-Magnus y Mazel, 2002) estos son:

o Integrones de clase 1, son los mas frecuentemente encontrados en bacterias
resistentes a antibiéticos en el ambito intra y extra-hospitalario, son derivados
defectivos de Tn402 que estdn asociados comunmente a distintos
transposones de la familia Tn3 (Tn27, Tn1, Tn3).

o Integrones de clase 2, estan relacionados exclusivamente con la familia Tn7.

o Integrones de clase 3, son similares a los de clase 2 y estan asociados a
transposones en plasmidos conjugativos.

o Integrones de clase 4, son componentes del elemento SXT encontrado en
Vibrio cholerae, que contiene genes que confieren resistencia a
sulfametoxazol, trimetoprim y estreptomicina.
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o Integrones de clase 5, se han identificado en un transposon compuesto
localizado en un plasmido de Vibrio salmonicida (Da Silva, 2010).

Los mecanismos de resistencia relacionados con genes localizados en integrones
son variados e incluyen la sintesis de enzimas como las EMA21, cloranfenicol
acetil transferasas (CAT) modificantes de rifampicina, beta-lactamasas,
especialmente aquellas de mas reciente descripciéon como las carbapenemasas,
ademas de las enzimas dihidrofolato reductasas (Tabla 3).También se han
descrito proteinas protectoras de la ADN girasa y bombas de eflujo cedificadas en
integrones (Gonzalez y col., 2004; Bennett, 2008).

Tabla 3: Ejemplos de genes de resistencia en genes cassette en integrones de
resistencia bacteriana clase 1.

Resistencia a beta-lactamasas
Beta-lactamasas clase A: familia bla P (P1,2,3)
Beta-lactamasas clase B:familia. IMP (1-8); familia blaVIM.(1,2,3,4)
Beta-lactamasas clase D; familia blaOXA (1,2,3,5,7,9,10)

Resistencia a aminoglucésidos
Aminoglucésido adeniltransferasa: aadA1a, aadA1b, aadA2, aadB
Aminoglucésido acetiltransferasa: aacA1, aacA4, aacA7, aacC1, aacC

Resistencia a cloranfenicol
Cloranfenicol acetiltransferasa : catB2, catB3, catB5
Exportador de cloranfenicol: cmiA

Resistencia a trimetropim
Dihidrofolato reductasa clase A: dfrA1, dffAS5, dffA7, dfrA12, dfrA14
Dihidrofolato reductasa clase B: dfrB1, dfrB2, dfrB3

Resistencia a antisépticos/desinfectantes
Exportador de compuestos de amonio cuaternario: gacE, gacG

Fuente: Bennett, 2008.
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La movilidad genética entre los microorganismos involucra diversos mecanismos
que conilevan a manipular y translocar fragmentos de ADN a través de enzimas
como recombinasas, transposasas, integrasas, resolvasas. Estas enzimas estan
codificadas por la maquinaria genética del hospedero o por elementos genéticos
méviles, tales como: secuencias de insercién, transposones e integrones (Figura
3). Recientemente, Millan y col., (2013) describieron el elemento de inserciéon
ISCR1 asociado a genes blacTx-m-1 Y blactx-m-2 en plasmidos conjugativos IncN e
IncFIIA aislados en Klebsiella pneumoniae de origen hospitalario en Mérida,
Venezuela. Esta particular estructura genética ha demostrado estar involucrada en
la facilitacion de la pérdida o captura de genes, asi como la organizacién de estos
en el ADN gendmico o en plasmidos conjugativos.

Genes

//“\\ cas’se.tte
N T Q maviles

Secuencia de
insercién

Integrén

s Transposén

Pldsmido
conjugativo

Figura 3: Representacién esquematica de la composicién jerarquica y modular de
los elementos genéticos moviles: genes cassette, integrones, transposones,
plasmidos.

La prevalencia de aislados que producen BLEE se ha incrementado alrededor del
mundo debido a la diseminacion de los elementos méviles y a la dispersiéon de
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clones epidémicos. Las cepas productoras de BLEE son frecuentemente
resistentes a aminoglucésidos, sulfonamidas y fluorogquinolonas. La fuga de cepas
de K. pneumoniae desde los hospitales a la comunidad plantea un serio desafio
para el tratamiento de infecciones adquiridas en la comunidad. La frecuencia de
produccion de BLEE por aislados de K. pneumoniae adquiridos en la comunidad
varia en diferentes paises. Sin embargo, estas cepas, han surgido en Europa,
Asia, Sur y Norte América. Con el incremento del nimero de infecciones
resistentes, la mortalidad por K. pneumoniae se ha incrementado y el tratamiento
se ha hecho mas complicado (Meurer y col., 2010). La tabla 4 muestra algunas de
las beta-lactamasas reportadas para K. pneumoniae codificadas en plasmidos de
diferentes grupos de incompatibilidad.

Tabla 4: K. pneumoniae productoras de beta-lactamasas de origen humano y
animal.

aac( 6')"b-0f , blacmy.2, blacTx-m-1-2-3-9-14-15-24-27, blapha-1, F

blasv.2-5-12, blarem-1

blacmy-2-4, blacrx-m-2-3-14-15-56, blasrv-2-5-12, AIC

blatem.3-21-24, blamp-4-8-13, blaviva, blaves-1

aac(6’)-Ib-cr, blactx-m-1-3-15-42, blarem-3-10, L/M
blasny.s, blamp-a-s

blacmy.2-7-21, blacTx-m-1-2-3-9-14-15-24, blasnv-12, I
blarem-1-3-52, blaviv-1

blactx-w2-39-14, blaskv-12, blawp-a, blavim-1 HI2
blakec.2, blacrx-m-1-3-15-32-40, blavim-1 N

Fuente: Carattoli, 2009.
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2.9. “Mapeo por PCR” técnica para la determinaciéon de entornos genéticos.

El “mapeo por PCR” es una técnica de descripcion fisica, que permiten analizar
directamente moléculas de ADN con el fin de construir mapas que indiquen la
posicion y las caracteristicas de una secuencia determinada, incluyendo genes
completos. Esta metodologia es una variacion de la técnica STS (Sequence
Tagged Site) o mapeo de la “secuencia del sitio marcado”. Una STS es una
secuencia corta de ADN, generalmente entre 100 y 500 pb de longitud, que es
facilmente reconocible y se encuentra sélo una vez en el cromosoma o genoma
estudiado. A diferencia de la técnica STS, el mapeo por PCR utiliza iniciadores
especificos como marcadores para regiones genéticas de interés, lo que
presupone el conocimiento de la secuencia y de la organizacion de los genes,
limitando su empleo para secuencias desconocidas (Pierce, 2009; Brown, 2002).

En el mapeo por PCR se obtiene un conjunto de fragmentos que se superponen,
que una vez 'secuenciados y alineados mediante el uso de ‘programas
bicinformaticos, permiten organizar el.orden y sentido correcto de las secuencias
adyacentes que finalmente daran origen a la construccion de un mapa fisico
genético. Esta técnica es ampliamente utilizada en la identificacion de entornos
genéticos asociados a integrones, estructuras genéticas que constan de regiones
constantes espaciadas por regiones variables, donde se encuentran genes de
relevancia clinica y epidemiolégica como los de resistencia a antibidticos. Dicha
caracteristica, supone una ventaja para el empleo de esta técnica (Levesque y
col., 1995; Power y col., 2005).

En la actualidad el mapeo por PCR es una técnica Gtil y muy empleada en la
generacion rapida de estructuras detalladas de genomas, sin ser técnicamente
exigente. Sin embargo, por su disefio, su aplicacibn esta estrechamente
relacionada con los limites de la enzima polimerasa (Weissensteiner y col., 2004).
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En este sentido, el analisis del ambiente genético de los genes que codifican para
las BLEE revela detalles importantes relacionados con la adquisicién, movilizacién
y diseminacién de estas beta-lactamasas. En Venezuela, no se conocen estudios
sobre el contexto genético de los genes codificantes para BLEE, especiaimente
los relacionados a CTX-M. Es por ello, que con el presente trabajo, se propone los
modelos de organizacion del ambiente genético de los genes blactx-m1 Y blacrx-m-2
localizados en plasmidos conjugativos de cepas de K. pneumoniae, circulantes en
la Unidad de Neonatologia del Instituto Auténomo Hospital Universitario de Los
Andes en el estado Mérida.
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3. HIPOTESIS

Los determinantes que codifican para las beta-lactamasas CTX-M-1 y CTX-M-2 se
encuentran en plataformas genéticas cuya organizacion estabilizan, reordenan vy

promueven la diseminacion de estos genes en la poblacion bacteriana.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la organizacion del entorno genético de los genes blactx-m-1 Y blactx-m-2
en cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de pacientes recluidos en la Unidad
de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto Autbnomo Hospital Universitario de
Los Andes (IAHULA).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Confirmar mediante amplificacion por PCR los genes blactx.m-1 Y blactx-w-2
en cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes recluidos en la UARN del
IAHULA.

2. Transferir por conjugacién los genes blactx.m1 Y blactxme @ células
receptoras E. coli J53

3. Aislar mediante lisis alcalina el ADN plasmidico de las cepas estudiadas y
transconjugantes.

4. Detectar mediante amplificacion por PCR los siguientes elementos
genéticos: integrones clase 1, secuencias de insercién (ISEcp1, 1S26,
ISCR1 e 1S903) y ofros genes de resistencia (qacEA, sull y blaoxa).
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5. Analizar la organizacion del ambiente geneético “aguas arriba y abajo”
mediante la técnica de “mapeo por PCR”", utilizando la combinacion de los
iniciadores directos o reversos de los elementos genéticos previamente
detectados y los correspondientes a los genes blacrx-wm-1 Y blactx-m-2.

6. Purificar y secuenciar los diferentes elementos génicos detectados
relacionados con los genes blacrx.m-1 Y blacrx-m2.

7. Proponer una estructura genética para la descripcion del entorno genético
de los genes blactx-m-1 Y blactx-w2 mediante el analisis bioinformatico.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Cepas bacterianas

Se analizaron dos cepas de Klebsiella pneumoniae (Kpn28 y Kpn29) con
sensibilidad disminuida a las cefalosporinas de amplio espectro, pertenecientes a
la coleccién del Laboratorio Bacteriologia Clinica “Dr. Roberto Gabaldén” de la
Facultad de Farmacia y Bioanalisis, Universidad de Los Andes, Meérida,
Venezuela. Estas cepas fueron aisladas en el afio 2010, a partir de hemocultivos
provenientes de neonatos con diagnéstico de septicemia nosocomial, recluidos
UARN del IAHULA. En un estudio previo realizado por Millan y cols. (2013) se
determiné la presencia de los genes blacrxw-1 Y blactxm-2 en las cepas Kpn28 y
Kpn29, respectivamente.

5.2. Transferencia por conjugacion de genes que codifican para BLEE

La transferencia de:los determinantes.de resistencia BLEE se.realiz6. mediante
ensayos de conjugacion en medio sélido Agar Muller-Hinton (MH), utilizando la
cepa E. coli J53 resistente al acido nalidixico como receptora. Las cepas
donadoras (Kpn28 y Kpn29) y la receptora se cultivaron por separado en 10 mi de
caldo MH sin antibiético a 37 °C en agitacion constante, hasta alcanzar una
densidad 6ptica de 0,6 - 0,7 a 600 nm. En una proporcién de 1:10 a favor de la
cepa receptora, se colocaron 100 pL de la cepa donadora y 900 pL del cultivo
bacteriano de la cepa receptora; a partir de esta suspension se inocularon 100 L
en una placa de agar MH, la cual se incubé por 6 horas a 37 °C. Luego de la
formacién de una pelicula bacteriana sobre la superficie del agar, ésta fue
resuspendida en 2 ml de caldo MH para posteriormente realizar diluciones
seriadas 1:10 en caldo MH. Una alicuota de 100 pL de cada dilucién se inoculé en
placas de agar MH suplementadas con acido nalidixico (100 pg/mL) y cefotaxima
(2 yg/mL). Las placas fueron incubadas a 37 °C por 14-18 horas. Las células
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transconjugantes obtenidas se les verific6 su fenotipo por pruebas de
susceptibilidad y por amplificacion PCR.

5.3. Caracterizacion genética de cepas productoras de BLEE

5.3.1. Extraccidon y anadlisis de ADN plasmidico y deteccion del grupo de
incompatibilidad

A partir de las células transconjugantes se obtuvo el ADN plasmidico mediante la
técnica de lisis alcalina descrita por Sambrook y col., (1989) con algunas
modificaciones. Los plasmidos se visualizaron en geles de agarosa al 0,8%, se
tifieron con 50 pg/ml bromuro de etidio (Sigma) y se fotografiaron con el UVP
Biodoc-It System. El tamafio de los plasmidos se estimé mediante comparacion
visual con otros plasmidos de peso molecular conocidos: pLM07/20 (150kb) y
pKAM542 (87kb) (Millan y col., 2011; Araque y Rivera, 2004).

Los plasmidos se: clasificaron’ preliminarmente de’acuerdo con sus-.grupes de
incompatibilidad y segln el esquema de tipificacion del replicon por PCR descrito
por Carattoli y col., (2005).

5.3.2. Extraccion del ADN gendmico de las cepas Kpn28 y Kpn29 y sus
respectivas células obtenidas por transconjugacion

A partir de cultivos frescos en agar MH varias colonias de las cepas estudiadas se
suspendieron en 200 uL de agua bidestilada estéril ajustandose a una turbidez
equivalente al patron N° 2 del McFarland. Esta suspension fue colocada a
ebullicion por 10 minutos y se centrifugdé a 13.000 rpm por 5 minutos.
Seguidamente se transfiri6 el sobrenadante conteniendo el ADN a un tubo
Eppendort® estéril, el cual fue mantenido a - 20°C hasta el momento de realizar las
mezclas de reaccion para las diferentes amplificaciones por PCR.
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5.3.3. Confirmacién de la presencia de los genes blag; g tipo CTX-M mediante
amplificacion por PCR

La detecciéon de genes codificantes blag e tipo CTX-M en las cepas estudiadas,
células obtenidas por transconjugacion y plasmidos, se hizo utilizando los
iniciadores y condiciones de amplificacion descritas en la Tabla 5. Las
amplificaciones se llevaron a cabo en volumen final de 25 uL y la mezcla estuvo
compuesta por 2,5 pL del buffer de reaccion (10X), 1,25 yL de MgCl, (50 mM), 1,5
uL de dNTPs (10 mM; Fudaim, Venezuela), 2,5 pL de cada iniciador (10 pmol/pL),
0,3 pl de la Taq polimerasa (5 U/uL; Fudaim, Venezuela), 11,45 pL de agua
bidestilada ultrapura y 3 puL del ADN extraido. Las PCR se realizaron en un
termociclador Perkin Elmer (PCR System 2400) bajo las condiciones descritas en
la Tabla 6. Los productos de amplificacion se sometieron a electroforesis en geles
de agarosa al 1% con bromuro de etidio (50pg/mL). Como tamp6én de carga se
utilizé el tamp6n 5X.ADN Loading Buffer Blue de Sigma® y como marcador de
peso molecular BIONEER de 1Kb. Los geles se ‘sometieron a un campo eléctrico
de 80 V durante 30 minutos.en buffer TAE 1X 'y.se visualizaron con el sistema
UVP Biodoc-It System.

Tabla 5: Iniciadores utilizados y condiciones de amplificacion para la detecciéon de
genes blap e tipo CTX-M.

s

F: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
blacTxm grupo 1000 Ma y col., 2005
R: CCGCTGCCGGTYTTATCVCCBAC

F. GGTTAAAAAATCACTGCGTC

blacrx.m-1 860 Eckert y col., 2006
R: TTGGTGACGATTTTAGCCGC

F: TTAATGATGACTCAGAGCATT

blactx-m- 900 Di Conza y col., 2002
cmen2 R: GATACCTCGCTCCATTTATTGC tonzayco
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Tabla 6. Condiciones de amplificacion para deteccion de genes blag e

“Toca _—

1 ciclo de § min a 95°C; 30 ciclos de 94°C por 1”mm‘; 50°C por 1 m|n

bla
T 72°C por 1 min; 1 ciclo de 10 min a 72°C.
1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 942C por 1 min, 55°C por 1 min,
blacrxm i . .
72°C por 1 min; 1 ciclo de 10 min a 72°C.
1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min,
blacrxm.2

72°C por 1 min; 1 ciclo de 10 min a 72°C.

5.4. Analisis de la organizacion del entorno genético de los genes blactx-m-1 Y

blacrx-m-2.

En la Tabla 7, se sefialan los iniciadores de elementos genéticos que normalmente
se encuentran asociados a los genes que codifican para las BLEE tipo CTX-M, del
mismo modo se presentan la combinacion de iniciadores de los diferentes
elementos genéticos que fueron establecidas en este estudio como estrategia de
“mapeo por PCR”. Todos los segmentos fueron detectados por PCR en'las células
transconjugantes y plasmidos aislados, siguiendo lo descrito. en las' referencias
sefialadas.

El programa de amplificacién para las reacciones fue el siguiente: 1 ciclo de 5 min

a 95°C; 30 ciclos de 94°C durante 1 min, 46-65°C durante 1 min (dependiendo del
par de iniciadores utilizados), 72°C durante 1 min; 1 ciclo de 10 min a 72°C.
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Tabla 7. Oligonuclettidos utilizados para la amplificacidbn de genes blages y
deteccion de elementos genéticos asociados a los genes blactx-m-1 Y blacrx-m-2.

- Segmento  Inic
5 ACCGCCAACTTTCAGCACAT PV
1 3 GCGTTCGGTCAAGGTICTGG int1 928 Di Conzay col., 2002
5CS  GGCATCCAAGCAGCAAGC pa . . ot
2 | TS PAG CAG A CTTGA CCTG AT ‘ Vaﬁable vangble,i Di Corjzaycol.,gooz
gacEA1TF  ATCGCAATAGTTGGCGAAGT Hall y Vockler, 1987;
N L,
3 SuMB  GCAAGGCGGAAACCCGCGCC — T20R+SYT 799 Sumdstoem y co
4 SUiF  CTTCGATGAGAGCCGGCGGC | St s Sundstroem y col,
SuMB  GCAAGGCGGAAACCCGCGCC o 1988
F12D  GTATTGCGCCGCTCTTAGAC
5 F12R AACCAGCATGGTTGGETAC SulM-ISCR1 1935 Power y col., 2005
6 ORFend CCGTI‘AAGC']:Q_’;I;TTATGEGG  ISCR1- 2300 Cameron y col., 1986;
blaUp  GGCTTCCAGCTGCTGTTGCAC  blacmwmz Di Conza y col., 2002
; 341F  CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1- 2q08  Sabatéy col, 2002;
blaUp  GGCTTCCAGCTGCTGTTGCAC  blacrxae Di Conza y col., 2002
“blal TTAATGATGACTCAGAGCATT TR " Bauernfeind _y col,
8 eAh  CARBCTIIGOREATORAOR §  ary’ 2200 1506 '
qac R ALATSAAGL 1 qECRAT  Haglly Vockier, 1987
9 blal TTAATGATGACTCAGAGCATT blé 860 Bauernfeind 'y / col,
blall GATACCTCGCTCCATTTATTGC ‘23 1996
blaDn  TTGACTGTCGACCCCAAATCC P " "Power y col., 2005
10 ball  GATACCTCGCTCCATTTATTGC ~ “dcras 1968 Basemfend y col,
blalV TACCCAACCGGAGCAGAAGG Bauernfeind y cdl.,
1 EATB  CAAGCTTTTGCCCATGAAGC blamxéhf 1300 1996;
qac qac Hall y Vockler, 1987
341F  CGCCCACTCAAACAAACG R RS ‘
12 3R GAGGCTTTGGTGTAACCG A 434, 'Sabatey col, 2002
1 341F  CGCCCACTCAAACAAACG ISCR1- o700 Sabaté y col, 2002;
CTX-M-1R GGTGACGATTTTAGCCGC blacrxa1 Eckert y col., 2006
ISEcpT F TTCAAAAAGCATAATCAAAGC .. . . s -
14 ISEcpTR CAACCACCTTTCAATCATTTTT leEcp1 _ 1’546 Poirel y col., 2093
IS26F  TCACTCCACGATTTACCGCT .
15 1S26 R CTTACCAGGCGGATTTCGCG 1526 500 Saladin y col., 2002
_ 1S903 F  CATATGAAATCATCTIGCGC e : i '
16 IS03R CCGTAGC—J_(BG;G_T_TGTGTTTTC tlSQQS 473 , Po;rely?ol., 2003
5'CS GGCATCCAAGCAGCAAGC Reqi Di Conza y col., 2002;
17 egion 1845  Sundstroem y col
SulB  GCAAGGCGGAAACCCGCGCC  variable/3'CS 1988 K
IMF  ACATGCGTGTAAATCATCGTC R ‘
18 R GGTCAAGGATCTGGATTTCG nft 490, ¢ Vignoli y.cal., 2000
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5.5. Secuenciacion y analisis de los productos amplificados

Todos los productos obtenidos a partir de las amplificaciones fueron purificados
utilizando el kit PCR Accuprep® (BIONEER). La secuenciacion se llevé a cabo en
el servicio de secuenciacién autornatizada Macrogen Inc. (Seoul, Korea) utilizando
los mismos iniciadores para la PCR.

Los cromatogramas de las secuencias fueron revisados y editados con el
programa BioEdit (Hall, 1999). Seguidamente, las secuencias fueron analizadas y
comparadas con las disponibles en las bases de datos EMBL y GenBank
mediante el programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponible en
el servidor de internet del Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI:
www.ncbi.nim.nih.gov/). La estructura genética producto del solapamiento de las

secuencias de los genes blacrxm1 ¥ blacrxmz y 108 segmentos génicos
adyacentes fue obtenida a través del empleo de la herramienta informatica BioEdit
(Hall, 1999). Los segmentos obtenidos fueron sometidos al analisis en el programa
ORF Finder (disponible en el servidor remoto
http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/gorf.ntml), con el objeto de obtener los marcos
abiertos de lectura e identificar las proteinas hipotéticas producto de su expresion.
Estos analisis se hicieron utilizando la herramienta blastp comparando con las
bases de datos del Pfam (http:/pfam.sanger.ac.uk/) y UniProtKB/Swiss-Prot
(http://web.expasy.org). Para confirmar la relaciéon filogenética y la posicién
sistematica dentro del grupo CTX-M, se elaboro un arbol filogenético a partir de
secuencias de referencia de los subgrupos blacrx.m empleadas por Bonnet (2004)
y la secuencia obtenida para el gen blacrx.m -2. Las secuencias fueron alineadas
empleando el programa ClustalW version 2 (Larkin y col., 2007) disponible en el
servidor de internet del EMBL-EBI (European Molecular Biology Laboratory -
European Bioinformatics Institute) (http://www.ebi.ac.uk). El andlisis filogenético
de las secuencias fue realizado empleando el programa MEGA (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis) version 5.0 (Tamura y col, 2011). Las distancias
evolutivas incluyendo un factor de correccién segin el modelo de Poisson
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(Zuckerkandl y Pauling, 1965) se calcularon en funcion del numero de
aminoacidos en que difieren o asemejan dos proteinas mediante el Método
Neighbor Joining (Saitou y Nei, 1987); asi mismo, se determinaron los valores de
remuestreo o Bootstrap basado en 1000 repeticiones. La consistencia de una
determinada relacion filogenética se evalud por un lado, por su permanencia en un
cluster independientemente del algoritmo usado y por otro, por el valor de
remuestreo o bootstrap de la agrupacién, mediante el cual se comprobéd
estadistica y aleatoriamente si el orden en que se habian introducido las
secuencias afectaba a las caracteristicas del modelo empleado.
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6. RESULTADOS

El ADN de las células transconjugantes fue analizado para la deteccion de genes
codificantes de BLEE tipo CTX-M e investigar los elementos genéticos asociados
a estos genes.

Los iniciadores especificos para los diferentes subgrupos de CTX-M confirmaron
la presencia del gen blactx-m-1 €n la cepa TC-Kpn28 y en la cepa TC-Kpn29 el gen
blactx-m2 (Figuras 4 y 5). Estos genes se localizaron en plasmidos de tamafo
aproximado a 85 kb, relacionados con los grupos IncN e IncFlIA, respectivamente
(datos no mostrados).

Figura 4. Electroforesis de los amplificados obtenidos para el gen blactx.m-1 de la
cepa Kpn28 y TC-Kpn28 (1,2 kb).
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Figura 5. Electroforesis de los amplificados obtenidos para los genes blacrx.m-2
para la cepa Kpn29 y TC-Kpn29 e IS26 para TC-Kpn28 y TC-Kpn29.

La tabla 8 muestra los elementos genéticos relacionados con el entorno de los

genes blacrx-m-1 Y blactx-m2. El integrén clase 1 (Int1) s6lo fue demostrado para el
entorno genético de blacrx.m-2 (Figura 6), mientras las secuencias de insercion

ISCR1 e 1S26, asi como el gen gacEA1 se detectaron en ambas cepas. En las

regiones variables, el gen aadA5 y aadA1 estuvieron presentes y relacionados al
entorno genético de blactx-m1 Y blactx-m2 en las cepas TC-Kpn28 y TC-kpn29,

respectivamente.

Tabla 8. Elementos genéticos investigados relacionados con el entorno de los

genes blacrx-m1 Y blactx-m-2.

Int1

ISCR1

ISEcp1

1S903

1S26

+

+

qacEa1

+

+

Region variable

+aadAb5

+aadA1
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Figura 6. Electroforesis de los amplificados para Int1. El elemento genético /nt1
resultd positivo para Kpn29 y TC-Kpn29 con un tamafio aproximado de 500pb
(Int1F/ Int1R), control positivo: Mmpp16.

Con base a las determinaciones de los elementos genéticos antes descritos y
mediante el uso de la técnica “mapeo por PCR” se determind la organizacion
“corriente arriba y abajo” del ambiente genético que rodea los genes blacrx-m-1 Y
blactx.m-2. (Tablas 9 y 10, respectivamente). Las secuencias de ADN de los
amplificados de los segmentos investigados se utilizaron para confirmar dicha
organizacion 'y construir por solapamiento de bases el mapa fisico del entorno
genético.

Con respecto a la estructura base del entorno genético del gen blacrx-m-1, se
generaron dos segmentos no relacionados estrechamente con marcos abierto de
lectura y con identidades entre 99 a 100% al compararse con las secuencias
reportadas en el GenBank. El primero conformado por un total de 1740 pb y
probablemente similar a un integrén tipo 1 simple, contenia las secuencias que
codificaban para las proteinas AadA5 (122 a 424 pb), QacEA (1141 a 1488) y Sul1
(1395 a 1739). El segundo segmento, con una extension total de 1790 pb incluyd
las secuencias de las proteinas ISCR1 (24 a 788 pb) y CTX-M-1 (953 a 1789 pb).
(Tabla 9, Figuras 7 y 8).

El ambiente genético para el gen blactx-m-2 fue definido sobre la estructura clasica
de un integrébn compuesto de clase 1 con marcos abierto de lectura que
presentaron identidades no menores al 97%, al compararse con las secuencias
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descritas en el GenBank. Esta estructura se conforma de la siguiente manera: 1)
un segmento conservado 5’ a 4731 pb corriente arriba y en direccion opuesta al
gen blactx-m-2, que incluye el gen codificante de la integrasa de clase 1 (intl1); 2)
un segmento conservado 3' compuesto por una copia truncada de gacEA1 junto al
gen sult a 3625 pb y en el mismo sentido de blacrx.m2; 3) una regién variable
ubicada entre 5'-CS y 3'-CS en donde se localizé el gen aadA7 (aminoglucosido-
adeniltransferasa) en direccion opuesta al gen int/1; 4) corriente abajo de la regién
3-CS y en la misma orientacion del gen su/1 se encuentra la secuencia de
insercion ISCR1. Seguida a esta secuencia y con la misma orientacion,
encontramos a una distancia de 2040 pb, el gen de resistencia blacrx.m-2 y 5) una
duplicacién de la regién 3'-CS conformada por la proteina de fusion ORF3/QacEA1
(Tabla 10, Figuras 9 y 10).

En la Figura 11, se muestra la construccion del arbol filogenético de las beta-
lactamasas tipo CTX-M, donde se puede observar la jinclusién de la secuencia
aminoacidica obtenida en este estudio para el gen blacrxm2, en el ‘parentesco
filogenético correspondiente al subgrupo CTX-M-2.

40



Tabla 9. Marcos abiertos de lectura encontrados en el entorno del gen blacTx-m-1
para la cepa Kpn28.

minoglu sido adeni
aadAS5 +2 122-424 303 100 transferasa S. entérica  AEV45771.1 100

subsp. enterica

Exportador multid
gacEA  +1  1141-1488 348 115 poriacormulidiooa  \ee112401 100
Citrobacter freundii

Segmento 1

Sul1 proteina de fusién
sult +3 1395-1739 346 116 Acinetobacter CAJ77031.1 99

Baumannii

ISCR1 +3 24-788 765 254 ISCR1 parcial E. coli. ACL81505.1 99

Segmento 2

Betalactamasa CTX-M-1
blagrems  +2 9531789 837 278 e ;’as"’[ YP 003717483 100
. COl
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Segmento 1

GCAGCACCAGTCGCTTCGCTCCTTGGACAGCTTTTAAGTCEGCGTCTTTGTGGTTTTGCTGCGCAAAAGTATTCCACAAAGCCGCAACTTAAAAG
CTGCCGCTGAACAGAACGTTAGGCATCATAGGTGAATTTTTCCCTGCACAAGT TTTCAAGCAGCTGTCCCACGCTCGCGCGETGATCGAGCGCC
ATCTGGCTGCGACACTGGACACAATCCACCTGTTCGGATCTGCGATCCGATGGAGGGCTGAAGCCGGACAGCGACATAGACTTGCTCGTGACCGT
CAGCGCCGCACCTAACGATTCGCTCCGGCAGACGCTAATGCTCGATTTGCTGAAAGTCTCATCACCGCCAGGCGATGGCGGAACATGGCGACCG
CTGGAGCTAACTGTTATCGCTCAAAGCGAAGTAGTGCCTTGGCGCTAACCGGECAGCGGCGTGAGCTTCAGTTCGETGAGTEGGCTCCGCCACGAL
ATCCTTTCCGGAACGTTCGAGCCTGCCGTTCTGGATCACGATCTTGCGATTTTGCTGACCAAGGCGAGGCAATCATCAGCCTTGCGCTTCTAGG
CCCATCCGCAGCCACGTTTTTCGAGCCAGTGCCGAAGGAGCATTTCTCCAAGGCACTTATTCGACACTATTGCCCAGTGGAATGCAGAGTCGGA

Segmento 2

GTTTCTCGCTACACGCCGGTE

T

:
8
%
:
:
4
A
3
:
&
:
:
:
>

CTTCCTATACCCGAGGCGCGACAGAARAATCGCGGCGTTTTGCTTTTCAGTTCGACCTTTTAATGAATACTGATGTAACACGGATTGACCGTAT
TGGGAGTTTGA!

Figura 7: Secuencias nucleotidicas obtenidas por solapamiento de los segmentos genéticos
relacionados con el entorno del gen blactx.w-1-
Segmento 1: aadA1 qgacEA K

Segmento 2: [l W ATG: codon de iniciacion.
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Figura 8: Esquema (no en escala) presuntivo del entorno genético del gen blacrx.m.1 detectado en la cepa TC-Kpn28. Se indican
algunos oligonucleétidos utilizados para el mapeo por PCR y el tamafio de los amplicones en pb. En el segmento 1 se encontraron
tres marcos abiertos de lectura correspondientes a los genes: aadA5, gacEA1 y sul1. En el segmento 2, dos marcos abiertos de

lectura para la secuencia de insercion ISCR7 (ORF513) y el gen blacry.-1.
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Tabla 10. Marcos abiertos de lectura encontrados en el entorno del gen blacrx-m-2
para la cepa Kpn29.

| Gen |
Int1 -1 1-900 900 299 . ABV25530.1 100
K. pneumoniae
Aminoglucésido adenil-
aadA1 +2 830-1840 1011 336 transferasa NP 052897.3 100
S. flexneri
Transportador multidroga
qacEA +2 2006-2353 348 115 . AGE11240.1 97
C. freundii
Dihid to sinteta
sull +1 | 2347-3186 | 840 279 ihidropteroato sintetasa | \ - os2807.3 | 99
S. flexneri
R bi
ISCRT | +3 | 3591-5132 | 1542 513 ecombinasa NP 7750481 | 100
C. freundii
Betalactamasa CTX-M-2
blactx.mz +3 5631-6506 876 29 S. entérica subsp. P74841.1 100
enterica
orf3/ Protelna de fusién
+3 6930-7795 867 288 ACF06163.1 100
gacEA1 Orf3/QacEA1




CAGATCCTGCACGGTTCGAATGTCGTAACCGCTGCGGAGCAAGGCCGTCGCGAACCAGTGGCGCAGGETGTGCCGTCTGGCGGGCTTCGTGATGCCTGCTTGTTCTACGG
CACGTTTGAAGGCGCGCTGAAAGGTCTGGTCATACATGTGATGGCGACGCACGACACCEGCTCCGTGGATCGETCGAATGCGTGTGCTGCGCAAARACCCAGAACCACGGC
CAGGAATGCCCGGCGCGCEGGATACTTCCGCTCAAGGGCGTCGGEAAGCGCAACGCCGCTGCGECCCTCGECCTGGTCCTTCAGCCACCATGCCCGTGCACGCGACAGCTG
CTCGCGCAGGCTGGGTGCCAAGCTCTCGGGTAACAT CAAGGCCCGATCCTTGGAGCCCTTGCCCTCCCGCACGATGATCGTGCCAGTGATCGARATCCAGATCCTTGACCC
GCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAARACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTC
AGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGETCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAATGCCTG
ACGATGCGTGGAGACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAMACGGATGA
AGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAAC
GGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCCTGGGTCGATGTTTGATGTT
ATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTG
GCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCEECCTGAAGCCACACAGTCATATTGATTTGCTGGTTACGGTG
ACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAARCTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGT
TGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCETTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCG
ACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACARRAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCAGAGBAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAG
GCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGARATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAG
AATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCEGCCCAGTATCAGCCCGTCATACT TGRAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATC
GCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGCGARGAAT TTGTTCACTACGTGARAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGT
TTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGCGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAG
CCCTACACAARTTGGGAGATATATCATGAAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGT TGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAARATCTAGCGAGGGCTTTACTA
AGCTTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGARATCCATCCCTETCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGA
CTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCAGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAAGTATGGGGCTCATAATTGCTGCCTTTTTGCTCGACCG

ATCCCCATCCTGGAAGT CGATGAGGAGGCCGACGC!

CACCTTCCGGCCGCCCGCTAAATATCTCCTTTTGGGTTGTTAATAAAACATCCAATAAGTTGACTGTGCGTGAAAAAGAAAGTTTTGTGTGATGGCGTTGAAGATCGCAC
CGTTAAGCTCTTATGTGGGATGGTGCAGAGCTCGACGACTACCGATAAAACGCAACCGCCGCARACAGACAAGAAARAGCCCCAACTGATAACAGTTGGGGCTTCAGTAT
TGTGATTGGTGGAGCAATAGCACCCTGAACCCAAAACCTTCTCGCTCAACCGGTAGTGGCTGATAACAACTCGTGAGGGCTATTGCGGGTTAAGCATTTAGCGATGTCTA
GGGCCAGACTGGACGTCTGAACGCARGCCGCTGATACTGTACATAACCACAGTATCAGCGGAGGATACC

CGACCCCAAATCCAACACTGCTCAACACTGCCAACTTT
TAAACGGGGCGGETGGGGCAGTTTGTATCTCTCGAGCTATCAGGCTAGAGATTTTACCGCCAAATCGAACCTTATTAGAGCGGTTTAGGCTGGACCGGCAGTTAAAATTGG
GGCTTGAGCGGTAAACGAGTGAGGGAATTTCAGGTAAGATACTTCGGATGAGGAGCAAAAAGGTGGTTTATACTTCCTATACCCCTCGCCCTTTARACCCTATTGATTTT
ATGGCTAATTTTGCGACAGACGTCAAAAAATTTTGCCGTACCTGCGTACCCCTCATCCTTTTTTCCGCTGCTGCAARATGTGCTGCTCCTTTCGTGAGCGATCTCTGACT
TTTGCTTTTTCGCCGCGATGTAAACATGGACCAGGCTCAATTGTGGAGATATTGGCAGGTTTTGTTTTTACT TTTTGT TTT TTCAATGTATACTTGAAGGCCGAGGGATA
ATACTAATAGAGGATTTTT,

'GCAATAAATGGAGCGAGGTATCGCTCCATTTACGTTAAAAATGTGCTCCTGAACTTCAGTCTTGTCTTGCAACGAACCCTCATCTCTTTCTAT
CATTCCGCTCTTTTTTICTGGACCARATATCTTAGCTTCAGGAAGGTAATAGATAACAATTTCTTATGTARACTATTTTATTTTARATAATGTTTAAGGCATTTAATTATT
AGETTGTTTGTTTTTATTGTAATTATCTGATTTACACTTGCAGTATTCCTATTT TTTTACACTGGAATAATTTCGGCCTTCCGTATCTCCTTTCTGTCTGCATGGTTGTA
TTCTAATGGTTTTTTATGCTTTAAGAAT TTTATTTATTTT TAATAGT TGAACTAAGAGCCATCTTARAAGCTTATTGACAATARATTACCTCAATGAAATTATTCTAATA
TGGATAAGGAGGGGACAATGAAGTCGCTCAATAATAATTTTGCAAGAGTTACCTGTATGAGCTGCCCTTCTCATTGTGAAGTTAAGCCAAATGCCTCTCTACGGGTTTCA
TTTTGTCAGGAATACTGTTTTTGTACCTGGCCTGAAGCCAGTCGCTATTTCTCACTCGGTATCATGGAGGGTCTCCTTAAACAGCAATATCACTACCTGTATCTTGGGTG
TGTITTTGTTGATTTCTCTATTAGCTATCTGCGTTT T TTTACTGACAAARAATGCTTGGACTATTTATACGARACARARCTARAGATAGTTCTCGTTTGCGATAGGCACC
TCAGACCATTGGCTAATTACTGGTATAAGCATCACAAAGATATTTTTTTGATTAT TTATCAACAGGATAATTTAAAGTCTGCTGGTGATAAATTARAGAAAAGATTTATC
TATCAGAGAGATGCGTTTTTTCATGGACTATCTCTGTCAACGCTCGAGTTCGATGTCCTGGGEGCACTGATTGCGECTCGAAGATTGTAACCATCTGGCCAGGGGGCECCA
TCTTGATATCCGTGCGETGTATGCCGCARAGCGACGGGCGGAGARGARRATGGGTGCTCATATCAATACGCCGTGCATAATAAGCCCTACACAAATTGGGAGATATATCA
TGAAAGGCTGGCTTTTICTTGTTATCGCAATAGT TGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAARATCTAGCGAGGGCTTTACTAAGC TTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATA
ATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTITCTCTGGTTCTGARATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGBACTAGGCGTCETC

Figura 9: Secuencia nucleotidica obtenida por solapamiento de los segmentos genéticos relacionados con el
entorno del gen blacrx.m-2.
Leyenda: Int1 aadA1 qacEA [} N W o3/gacEA1 ATG: codon de iniciacion.
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Figura 10: Esquema (no en escala) propuesto del entorno genético del gen blacrx.u2 detectado en la cepa TC-Kpn29. Se indican los
oligonucleétidos utilizados para el mapeo por PCR y el tamafio de los amplicones en pb. En el madulo 5’CS se determiné la
presencia de un integron tipo 1. En la region variable se determind la presencia del gen aadA1 que codifica para una
aminoglucésido-adeniltransferasa. El médulo 3'CS contiene los genes gacEA1 y su/1. En la regién comUn se determiné la presencia
del ORF513 (ISCRT) que codifica para una hipotética recombinasa. La region del gen de resistencia contiene el gen de la
cefotaximasa CTX-M-2. La segunda region 3'CS contiene el ORF3 y el gen gacEA.
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Figura 11. Arbol filogenético basado en el alineamiento de las secuencias

aminoacidicas del gen blactxm2 Yy secuencias de referencia de los subgrupos

CTX-M.
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7. DISCUSION

Enla familia Enterobacteriaceae, la adaptacion de los genes blactx.m Se ha
asociado a determinadas estructuras genéticas, plasmidos y clones bacterianos.
El éxito de estas unidades genéticas y la coexistencia de los genes blacrx.m con
otros determinantes de resistencia se relacionan directamente con la diseminacion
mundial de estas enzimas (Cantén y col, 2012). Los plasmidos que median la
produccion de BLEE en cepas de K. pneumoniae, usualmente también poseen
otros determinantes, entre ellos, resistencia a los inhibidores de beta-lactamasas o
a los aminoglucésidos (Kisirgil y col., 2005; Barreto, 2006), En este estudio se
pudo demostrar que la presencia de plasmidos conjugables de 85 kb portaban
genes de resistencia para cealosporinas de amplio espectro, ademas de otros
marcadores como la resistencia aminoglucésidos. El fenotipo de resistencia a los
aminogluc6sidos puede ser atribuido a diferentes determinantes genéticos
ubicados en los plasmidos dentro o fuera del entorno genético de los genes blacTx-
m- En este estudio se pudo confirmar por secuenciacion la presencia de los genes
aadA1 (Kpn29) y aadA5 (cepa'Kpn28).-en la region variable del integron. Estos
genes aadA1 y aadAb codifican para aminoglucosido-adeniltransferasas, las que
confieren resistencia estreptomicina y espectinomicina. En este contexto, autores
como Morosini y col. (2006); Canton y Ruiz-Garbajosa (2011), atribuyen a este
fendmeno de co-resistencia en organismos que producen CTX-M como una de las
razones que podria facilitar el proceso de co-seleccidon en genes blacrx-m
resultando en una alta incidencia y distribuciéon de los mismos en las poblaciones
bacterianas.

El arbol filogenético construido con la secuencia aminoacidica Mostro una
topologia en donde se pueden distinguir los cinco subgrupos de las cefotaximasas
tipo CTX-M (CTX-M-1; CTX-M-2; CTX-M-8; CTX-M-9 y CTX-M-25) y confirma los
resultados obtenidos inicialmente por Blastp (2013) describiendo la cefotaximasa
de Kpn-29 como una blactxu.2.
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Otra caracteristica que se relaciona directamente con la diseminacion de los
genes blacrx-.m en la poblacién bacteriana, es la vinculacion directa con secuencias
de insercién particulares que participan tanto en su movilizacibn como en la
promocion de la expresion de dichos genes (Canton y col, 2012). La secuencia de
insercién ISCR1 anteriormente llamada ORF513, que codifica para una
recombinasa hipotética, ha sido asociada previamente con genes blacrx-m (Sabate
y col., 2000 y Cao y col., 2002), principalmente los del grupo blacrxm-2 Y blacrxm-s
(Canton y Coque 2006) y suelen encontrarse en integrones clase 1 (Fernandez,
2010). En este estudio se determiné la presencia del gen blacrx.m-2 €n la cepa
Kpn29 asociado con la secuencia de insercion ISCR7, a su vez este elemento fue
ubicado en un integron compuesto tipo 1 derivado de In6/In7. En la regiéon de 499
pb aguas arriba del gen blacrx-m2, de los cuales 264 pb mostraron una identidad
de 97% con la region aguas arriba de KluA-1 (Beta-lactamasa cromosomal de
Kluyvera ascorbata gb AJ272538), mientras que los_pares de bases restante
mostraron una identidad del 100% con la regién.comin de integrones In6 e In7.
Similares resultados fueron reportados. por Arduino 'y col., (2002) en Argentina,
quienes describieron los genes blactx-m2 asociados a ISCR1 en integrones clase 1
similares a In35, en enterobacterias aisladas de pacientes con infecciones
nosocomiales de 4 hospitales en Buenos Aires.

El andlisis de la estructura organizativa del integron compuesto clase 1 para la
Kpn29, permitid identificar tres moédulos conservados. En el médulo 5CS se
encuentra una integrasa de clase 1 (Int/1); el médulo 3'CS contiene los genes
qacEA1 y sull que confieren resistencia marginal a compuestos de amonio
cuaternario y sulfonamidas respectivamente y un segundo 3'CS que contiene el
ORF3 y el gen qacEA1. La conformacion de esta estructura es similar a la
propuesta para los genes blactx.m2 por Di Conza y col., (2002) en cepas de
Salmonella enterica, asi como la descrita por Power y col., (2005) en Morganella
morganii y Vignoli y col., (2006) en cepas K. pneumoniae. En estos estudios todas
las cepas fueron aisladas de ambientes hospitalarios y relacionadas a infecciones
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nosocomiales en Argentina y Uruguay respectivamente, en donde los genes
blactx-m-2 circulan con alta frecuencia. Los hallazgos de estos estudios y los aqui
reportados, nos hacen suponer que la similitud del entorno genético y la identidad
encontrada entre las secuencias estudiadas estan estrechamente relacionadas.
Por tanto, es posible que estas estructuras tengan un origen comin cuya
distribucién geografica y diseminacion es particular para Suramérica.

Por otro lado, los genes blactx-m1 estan mas frecuentemente asociados con la
secuencia de inserciéon ISEcp? (Bou y col., 2002; Dutour y col., 2002; Saladin y
col., 2002). Sin embargo en el 2008, Su y col., reportaron por primera vez genes
blactx-w-1 asociados con el elemento /ISCR1, formando parte de un integron clase
1, en E. coli aisladas del hospital de la Universidad de Jiangsu (China). Una
estructura genética semejante fue encontrada en la cepa Kpn28 del presente
estudio, donde el gen blactx.m-1 se detectd asociado a ISCR17, con la diferencia de
que estas estructuras no se relacionaron con un integrén de clase 1. Es probable
que estos resultados indiquen que la asociacion ISCR71-blactxm-1 esté ‘sustentada
sobre la estructura de ofra clase de integrén poco.convencional, por lo.que esta
plataforma genética novedosa requerira de una caracterizacién profunda en
estudios futuros.

Adicionalmente, en este estudio se determinaron la presencia de otros elementos
que pueden estar involucrados en la movilizacién y diseminaciéon de genes blacrx-
v, tales como 1S26 descrito “aguas arriba” de blacrxw.1 (Saladin, 2002) e 1S903
reportado “aguas abajo” de los genes blacrxm14, blacrxmi7 Y blactxm-1o
(Chanawong y col., 2002; Poirel y col., 2003 y Cao y col., 2002). Los resultados
obtenidos demostraron la presencia de secuencias de inserciéon IS26 en las cepas
estudiadas (Kpn28 y Kpn29), pero sin evidencia de asociacién con los genes
blactx-m, estos resultados ponen de manifiesto que dicha secuencia se encuentra
fuera del entorno genético de ambos genes blacrxm-1 ¥ blacrxm2, pero no se
descarta que el 1S26 esté relacionado con otro tipo de beta-lactamasa o genes de
resistencia que pudieran estar en el mismo plasmido. A diferencia de 1S26, la
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secuencia de insercion 1S903 fue determinada en las cepas salvajes o donadoras
pero no en los transconjugantes. Esto indica que dicha secuencia no esta
asociada a la plataforma genética descrita en este estudio. Sin embargo, es
posible que 1S903 esté vinculado con otra estructura genética que pudiera
encontrarse en el genoma de la célula donadora.

Los resultados obtenidos en este estudio muestran que las cepas de K
pneumoniae aisladas en la Unidad de Alto Riesgo Neonatal (UARN) del Instituto
Autonomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA), con caracteristicas
fenotipicas indiferenciables, poseen un contexto genético diferente en relacion a
los genes que codifican las BLEE CTX-M-1 y CTX-M-2. Sin embargo, presentan
elementos genéticos comunes como el ISCR7, responsables de la diseminacion,
circulaciéon y reordenamiento de los genes blactxm1 Yy blacrxm2 en la poblacion
bacteriana estudiada.
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8. CONCLUSIONES

1. El entorno genético propuesto para los aislados portadores de genes blacrx-
M2 €s similar a la estructura de un integrén compuesto clase 1 derivados de
In6/In7.

2. La secuencia de insercion ISCR1 fue detectada en los entornos genéticos
de b/ac'rxm.1 Yy de b’ac'rx-M-z.

3. La regi6n variable mostré la presencia del gen aadA1 para la cepa Kpn29,
mientras que la cepa Kpn28 alberga en esa misma regién el gen aadAS.

4. La secuencia de insercion 1S26 fue encontrada en las cepas salvajes de los
aislados estudiados, asi como en sus transconjugantes pero no relacionada
directamente con la movilizacion.o expresion de los genes blactxm.

5. Este estudio representa la primera descripcion de la estructura molecular
por mapeo fisico de la secuenciacion de los elementos genéticos que
conforman el entorno del gen blactx-m2 Y la propuesta preliminar para el
ambiente genético de blacrx-u-1 €en Venezuela.
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9. RECOMENDACIONES

1. Continuar la caracterizacion de la plataforma genética relacionada con el gen

blactx-m-1.
2. Ampliar la caracterizacion del entorno genético de las BLEEs tipo CTX-M en

poblaciones bacterianas de interés epidemiolégico que circulan en ambientes
intrahospitalarios y/o de la comunidad.
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