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RESUMEN

Las beta-lactamasas de tipo CTX-M son actualmente las más diseminadas en todo

el mundo, considerándose endémicas en Sudamérica, Europa mediterránea,

Europa de Este y Asia. K/ebsiella pneumoniae es un importante patógeno

nosocomial que se ha encontrado asociado con este tipo de beta-Iactamasas. El

comportamiento epidemiológico de los fenotipos de resistencia está asociado a

elementos genéticos que albergan, estabUizan y diseminan este tipo de enzimas.

En este estudio, se describe el entorno genético de dos cepas de K. pneumoniae

portadoras de genes b/aCTX-M aisladas de la Unidad de Alto Riesgo Neonatal

(UARN) del Instituto Autónomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA). Se

determinó la presencia de los genes b/aCTX-M-1 y b/aCTX-M-2 para las cepas Kpn28 y

Kpn29, respectivamente. Mediante el uso de la técnica "mapeo por PCR" se

determinó la organización "corriente arriba y abajo" del ambiente genético que

rodea estos genes. Para el entorno genético de b/aCTX-M-1 se obtuvo dos

fragmentos parciales no solapantes que asemejan ta estructura de un integrón

simple clase 1 mientras el entorno genético asociado a b/aCTX-M-2 posee la

estructura de un integrón compuesto clase 1. En las regiones variables los genes

aadA5 y aadA1 estuvieron presentes y relacionados al entorno genético de blaCTX­

M-1 y blaCTX-M-2 en las cepas Kpn28 y kpn29, respectivamente. La secuencia de

inserción ISCR1 fue detectada en los dos entornos genéticos estudiados y se

relacionó con la movilización y expresión de los genes blaCTXM-1 y de blaCTX-M-2.

Este estudio representa la primera descripción molecular de los elementos que

conforman el entorno de genes blaCTX-M en Venezuela.
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1. INTRODUCCiÓN

El incremento de la resistencia de las bacterias a los antimicrobianos es uno de los

problemas más importantes en salud pública. En la actualidad, los beta-Iactámicos

siguen constituyendo una de las mejores opciones terapéuticas antimicrobianas.

Sin embargo, la efectividad de los mismos, ha sido amenazada por la aparición de

las beta-Iactamasas. los genes que codifican estas enzimas pueden residir en el

cromosoma bacteriano o en plásmidos. En el último 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-Iactamasas son enzimas que hidrolizan el enlace amida en el anillo beta­

lactámico generando un compuesto inactivo para la bacteria. Desde el punto de

vista clínico, las beta-lactamasas de espectro extenso (BlEE) son las más

importantes, ya que estas enzimas tienen la capacidad de hidrolizar un espectro

amplio de cefalosporinas de tercera y cuarta generación, además del aztreonam

(Bonnet, 2004).

las beta-Iactamasas tipo CTX-M son las enzimas más diseminadas en el mundo.

Están codificadas en plásmidos transferibles y tienen la capacidad hidrolizar las

cefalosporinas de amplio espectro, son inhibidas por el ácido clavulánico y el

tazobactam. las CTX-M han sido encontradas predominantemente en

enterobacterias tales como: Eseheriehia eoli, Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis y Salmonella typhimurium. A principios de los años 80 empezaron a

reportarse los primeros aislamientos de Klebsiella spp. resistentes a las

cefalosporinas de tercera generación mediante la producción de BlEE.

K. pneumoniae es un patógeno de importancia en el ámbito hospitalario,

frecuentemente está relacionado con infecciones nosocomiales en unidades de

cuidado intensivo y salas de pediatría. El aislamiento de cepas resistentes a

1
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cefalosporinas de tercera generación con resistencia combinada a múltiples

antibióticos y con la proliferación de cepas multirresistentes ha incrementado el

problema de las infecciones intrahospitalarias causadas por K. pneumoniae. Estas

cepas con fenotipos multirresistentes son difrciles de tratar, ocasionando el

incremento de las tasas de mortalidad en las estancias hospitalarias, as! como los

costos de atención (Diestra, 2010).

Históricamente, la difusión de un fenotipo de resistencia caracteristico en un área

concreta y en un tiempo limitado se ha asociado a la expansión clonal de una cepa

que ha adquirido un determinado mecanismo de resistencia. Sin embargo, en el

caso de las enterobacterias resistentes a los beta-Iactámicos por adquisición de

beta-Iactamasas de espectro extendido (BlEE), la situación parece mucho más

compleja, ya que la difusión se debe a la movilidad, propia o inducida, de algunos

de los elementos genéticos presentes en su entorno, como los plásmidos, las

secuencias de inserción (IS), los transposones (Tn) o los ¡ntegrones (In),

destacando su gran relevancia clínico-epidemiológica. las IS, Tn e In,

desempef"lan un papel muy importante en la movilización génica intracelular. Son

elementos ampliamente distribuidos, extremadamente diversos y en continua

evolución. las IS tienen la capacidad de moverse de un replicón a otro mediante

una reacción de recombinación de material genético consecuencia de la

translocación de un segmento de ADN, llamado elemento transposable o Tn,

desde un lugar del genoma a otro.

la transposición es una recombinación no homóloga, pero sr especializada, no

necesita una homología entre el elemento transponible o el sitio donde se

encuentra y el nuevo lugar de inserción, 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

desempeñan un papel en la difusión de las BlEE. Por otra parte, los In ayudan a

incrementar la diversidad, pues a pesar de que no pueden transponerse tienen la

2
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capacidad de integrar genes codificadores de distintas clases de BLEE. con

diferentes orígenes y asociados a otros genes, como los que confieren resistencia

a aminoglucósidos, sulfamidas o cotrimoxazoL En aislados clínicos estas

estructuras se han encontrado en un gran número de plásmidos de características

variables en cuanto a su tamaño, grupo de incompatibilidad, así como al hecho de

que sean o no conjugativos.

La caracterización de los plásmidos. 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, así como establecer una relación

evolutiva de dichos genes (Navarro y Miró, 2007; Cullik y coL, 2010; Cantón y coL,

2012).

3
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2. MARCO TEÓRICO

2.1. Aspectos microbiológicos 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 asf por Trevisan (1885)

en honor al microbiólogo Alemán 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 años el "Bacilo de Friedland" fue bien conocido

como la causa de neumonfa severas y a veces fatales. Las especies de Klebsiella

están 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 cHnica y más estudiada dentro

del género Klebsiella, puede causar una forma clásica de neumonfa primaria. Se

afsla con más frecuencia en muestras cHnicas: orina, secreciones respiratorias,

sangre, entre otras. Es un bacilo Gram negativo, fermentador de glucosa que

forma colonias rojas tfpicas en el agar MacConkey; Voges-Proskauer positivo,

oxidasa negativa, no móvil, H2S negativo, arginina negativo, indol negativo,

ornitina descarboxilasa negativo, fenilalanina negativo y utiliza el citrato. Sin

embargo, actualmente la identificación completa de todas las especies de

Klebsiella es posible sólo a través de pruebas moleculares (Meurer y coL, 2010)
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2.2. Características antigénicas de K. pneumoniae

La serotipificaci6n de K. pneumoniae está basada principalmente en los antígenos

de la cápsula (L6pez y Echeverri, 2010). Esta serotipificaci6n (antígenos K) es

altamente discriminatoria y es el único método de tipificaci6n definitivo disponible

s610 en centros de referencia. En 1926 se describieron los primeros 2 serotipos

capsulares, posteriormente se llegaron a reportar 82 antígenos K. Hoy día, se

utiliza un esquema internacional que incluye 77 serotipos luego de la eliminaci6n

de 5 antígenos (Brisse y coL, 2006). Algunos tipos capsulares están asociados a

cepas virulentas, como por ejemplo los K1, K2, K4 YK5 (L6pez y Echeverri, 2010).

También se han descrito 12 diferentes antígenos O de Klebsiella, sin embargo,

esta c1asificaci6n es poco usada ya que su determinaci6n es obstaculizada por la

presencia de la cápsula (Podschun y Ullman, 1998). No obstante, el incremento de

los niveles de resistencia antimicrobiana en cepas de Klebsiella ha renovado el

interés en el estudio de los antígenos O como vacunas potenciales.

2.3. Factores de virulencia

Los principales factores de virulencia asociados con K. pneumoniae son los

polisacáridos capsulares, las fimbrias o adhesinas, los sider6foros y el

lipopolisacárido (Tabla 1). Todos ellos tienen una gran importancia y la

patogenicidad de la bacteria es el resultado de la acción conjunta de varios de

estos factores, que permitirán a la bacteria adherirse, colonizar y multiplicarse en

el interior del hospedador, resistir su sistema inmune (o simplemente no

estimularlo) y producirle un daño (Izquierdo, 2003).

5
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Tabla 1. Mecanismos de patogenicidad del género KlebsielJa.

Participan en la colonización
del hospedero ya que se
asocia a la adherencia de las
bacterias a las células del
tracto respiratorio y urinario.
Sin embargo, muchas de ellas
son de reciente descubrimiento
por lo que se conoce poco de
su modo de acción y expresión
en las diferentes especies de
Klebsiella.

por
los granulocitos,
polimorfonucleares y de la
acción bactericida del suero,
además es capaz de inhibir la
diferenciación y capacidad
funcional de los macrófagos

-Están formadas
principalmente de
proteínas.
-La adhesina
agregativa no
fimbrial es idéntica a
la adhesina CS31-A
de E. eoli.
-La KPF-28 se ha
encontrado en cepas

no de K. pneumoniae
productoras de beta-
lactamasas de
espectro extenso
tipo CAZ-5/SHV-4

de Está compuesta de
complejos
polisacáridos ácidos

-Tipo 1,
hemaglutinina
sensible a manosa
(MSHA).
-Tipo 3,
hemaglutinina
resistente a manosa
(MR/K-H).
-Adhesina
agregativa
fimbria!.
-Adhesina CF29K
-Adhesina KPF-28

77 tipos
antígenos
capsulares

Pili o fimbrias

Cápsula

Se compone de:
-Lípido A, le da
propiedades tóxicas.
-Núcleo central
-Polisacárido 0, es
el responsable de la
diversidad
serológica.

Lipopolisacár
ido (LPS o
antígeno
somático O)

Resistencia al
suero

9 grupos

Mediada por
activación de
proteinas
complemento.

la
las
del

Induce la producción de
citotoxinas proinflamatorias IL­
1, IL-S y TNF-a en monocitos.
Evita las defensas del
hospedero y facilita la
estabilidad de la estructura de
la membrana externa.

Las bacterias activan el
complemento y atrapan el
fragmento C3b, evitando asi la
formación del complejo de
ataque a la membrana C5b-9 y
la subsecuente muerte
bacteriana.

6
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Continuación Tabla 1.

Sideróforos -Aerobactina
-Enterobactina

peso
capaces de formar

complejos de hierro Su papel en la patogenicidad no
férrico. está claro.
-Son una respuesta
genética a la
concentración de
hierro en el medio.

Fuente: Rivera, 2002.

Exotoxinas

Producción de
ureasa

-Citotoxinas
-Toxinas
semejantes a
termolábil
termoestable
E. eoli.

-Se han encontrado
principalmente en
especies de K.

la oxytoea y K.
Y pneumoniae,

de aisladas de
pacientes con colitis
hemorrágicas.

Ha sido
recientemente
señalada como un
factor de virulencia,
se piensa, juega un
papel importante en
la inducción de
infecciórl del tracto
urinario (ITU) y
producción de
cálculos.

La ureasa hidroliza la urea en
amonio y dióxido de carbono.
La alcalinización de la orina por
el amonio produciendo fosfato
de magnesio y calcio hasta
llegar a sobresaturar la orina y
cristalizarse formando cálculos
de estruvita y apatita. La
bacteria dentro de los cálculos
puede resistir la terapia
antibiótica, además el amonio
producido contribuye al
deterioro epitelial del TU.
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2.4. Importancia de K. pneumoniae como patógeno nosocomial

Especies de Klebsiella son ubicuas en la naturaleza, probablemente tienen dos

hábitat 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 mamíferos como los humanos, caballos o

cerdos. Se ha estimado que Klebsiella spp. causa el 8% de todas las infecciones

nosocomiaJes en Jos Estados Unidos y en Europa y dentro de este género K.

pneumoniae es el principal agente etiológico. En humanos, K. pneumoniae está

presente como un saprófito en la nasofaringe y en el tracto intestinal, puede

causar sepsis de aparición temprana y tardía, conjuntivitis, neumonía, infecciones

del tracto urinario e infecciones en la zona quirúrgica (Gupta y col., 2003).

La tasa de portadores difiere considerablemente de un estudio a otro. El

porcentaje de detección 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 óptimo 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 más 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 diseminación entre pacientes (Meurer y col., 2010).

El porcentaje de portadores cambian drásticamente en ambientes hospitalarios

principalmente en unidades de cuidados intensivos y salas de pediatría donde las

tasas de colonización se incrementan directamente proporcional a la longitud de la

estadía (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
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colonización nosocomial de Klebsiella parece estar asociada más con el uso de

antibióticos que con la prestación de atención en el hospital (Podschun y Ullmann,

1998). Esta situación ha favorecido el frecuente aislamiento de cepas resistentes a

cefalosporinas de tercera generación y a otros antibióticos (Espinal y col., 2004).

En el Instituto Autónomo 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-S y TEM-1 (Araque y col., 2000).

Estudios posteriores en el año 2007 permitieron establecer una relación

epidemiológica entre los aislados estudiados sugiriendo la probable permanencia

de K. pneumoniae en el área hospitalaria (González y col., 2011).

2.5. Mecanismos de resistencia intrínseco y extrínseco Klebsiella

pneumoniae a los antibióticos beta·lactámicos de amplio espectro.

K. pneumoniae es naturalmente resistente a aminopenicilinas (ampicilina y

amoxicilina), carboxipenicilinas (carbenicilina y ticarcilina) y otras penicilinas. pero

es susceptible a la mayoría de los otros beta-Iactámicos. Esta resistencia natural

es debida a la producción constitutiva de bajo nivel de una beta-lactamasa clase A

cromosomal, la cual es inhibida por el ácido clavulánico. Los genes de beta­

lactamasa cromosomal son conocidos como blaSHV y blaLEN. El gen blaSHV se

encuentra en cepas del grupo filogenético Kpl. mientras que blaLEN se localiza en

cepas Kplll. Las cepas Kpll, las cuales albergan una nueva variante del gen

llamado bla'OKP' (Haeggman y col, 2004).

Las cepas que producen beta-lactamasas tipo SHV-1 permanecen susceptibles a

cetalosporinas de tercera generación (ej. cetotaxima). Desde 1983, se ha

reportado un incremento en la frecuencia de aislados de K. pneumoniae y K.

oxytoca resistentes a cefalosporinas de tercera generación (cefotaxima y

ceftazidima) y aztreonam. La resistencia es mediada con mayor frecuencia por
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plásmidos con varias alteraciones de las beta-lactamasas SHV-1, TEM-1, TEM-2.

Se han descrito más de 180 variantes aminoacídicas de SHV y más de 200

variantes de TEM y están compiladas en internet en http://www.lahey.org/Studies/.

Las beta-lactamasas de espectro extendido (BLEE) son más comúnmente

encontradas en K. pneumoniae. Un estudio de vigilancia realizado en los Estados

Unidos indicó un incremento en la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM: 2 ~g/ml

o más) 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-Iactámicos en K.

pneumoniae que incluyen enzimas que hidrolizan carbapenemos entre ellas una

variante codificada cromosomalmente del gen blaSHV-1 y beta-lactamasas ampC

mediadas por plásmidos, las cuales son generalmente resistentes a inhibidores de

beta-lactamasas. Sin embargo, en la actualidad los antibióticos tipo carbapenemos

permanecen activos in vitro contra una gran mayoría de las cepas de K.

pneumoniae productoras de BLEE (Podschun y Ullman, 1998)

2.6. Beta-Iactamasas de espectro expandido (BlEE)

o Concepto de beta-Iactamasas, estructura y clasificación

Las beta-lactamasas son enzimas codificadas en el cromosoma, plásmidos,

transposones o ¡ntegrones y pueden producirse de manera constitutiva o

inducible. Las beta-Iactamasas cromosómicas son universales en una

determinada bacteria, mientras que la presencia de las codificadas por

plásmidos es variable y transferible entre las diversas especies bacterianas.

Estas enzimas hidrolizan el anillo beta-Iactámico antes que el antibiótico llegue

al punto de unión con las proteínas fijadoras de penicilinas (PBP). Las beta­

lactamasas se unen a los beta-Iactámicos mediante un enlace no covalente,

posteriormente tiene lugar una acilación entre el grupo éster del anillo beta­

lactámico yel grupo hidroxilo libre del residuo de serina (en el caso de las beta-
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lactamasas A, e y D) del centro activo de la enzima. Finalmente la enzima que

se encuentra activa es liberada y el antibiótico es inactivado (Diestra, 2010).

Aunque todas las beta-Iactamasas catalizan la misma reacción se han aislado

y caracterizado numerosos tipos de enzimas que se clasifican en forma diversa

de acuerdo, por ejemplo, a su secuencia aminoacídica, peso molecular o

especificidad de sustrato. La clasificación molecular de Ambler, 1980 divide las

beta-Iactamasas clásicamente en 4 grandes grupos (A - D) basados en la

similaridad aminoacídica y no fenotípica. Las clases A, e y D se caracterizan

por poseer una serina en su centro activo. El grupo B son metaloenzimas que

utilizan un ión zinc como cofactor. En la clasificación de las beta-lactamasas

descritas por Bush, Jacoby y Medeiros, 1995 se incluyen otras características

como el espectro de sustrato y el comportamiento frente a inhibidores. Las

principales BLEEs quedarían englobadas en los grupos 2be y 2de de esta

clasificación (Paterson y Bonomo, 2005). Ambas clasificaciones están

relacionadas (Tabla 2).

o TEM, SHV, CTX-M, OXA

Los cuatro tipos de enzimas BLEE más 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. Clasificación de las beta-Iactamasas según su grupo funcional (Bush,

Jacoby y Medeiros) y clase molecular (Ambler).

E. col; AmpC, P99,
ACT-1, CMY-2, FOX-1,
MIR-1

1e Nlc C Cefalosporinas GC1, CMY-37
2a 2a A Penicilinas + PC1
2b 2b A Penicilinas + TEM-1, TEM-2, SHV-1

Cefalosporinas
18G

2be 2be A Cefalosporinas + TEM-3, SHV-2, CTXM-
18-48G 15, PER-1, VEB-1
Monobactámicos

2br 2br A Penicilinas TEM~30, SHV-10
2ber Nlc A Cefalosporinas TEM-SO

18-48G
2c 2c A Carbenicilina + PSE-1, PSE-3, PSE-4,

CARB-3
2ce Nlc A Carbenicilina, + RTG-4

Cefepime
2d 2d D Cloxacilina Variable OXA-1-10

2de Nlc D Cefalosporinas Variable OXA-11 , OXA-15
18-48G

2df Nlc D Carbapenémicos Variable OXA~23, OXA-48
2e 2e A Cefalosporinas + CepA

18-48G
2f 2f A Carbapenémicos Variable KPC-2, IMI-1, SME-1
3a 3 B (B1) Carbapenémícos + IMP-1, VIM-1, Cer-A,

IND-1
8(83) L1, CAU-1, GOB-1,

FEZ-1
3b 3 B B(2) Carbapenémicos + CphA, sfh-1
NI 4 Desconocido

ClV8: ácido c1avulánico;TZb
: tazobactam; Nlc

: No incluido; 18-48G: primera a cuarta generación.

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 morganií, Salmonella

enterica o Providencia rettgeri. Se han descrito desde TEM-3 a TEM-29, TEM­

42, TEM-43, TEM-46, TEM-SO, TEM-S2-TEM-S8, 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), sólo ceftazidima

(TEM-5, TEM-7, TEM-12 Y TEM-16), otras tienen como sustrato la cefotaxima

(TEM-3, TEM-20 YTEM-25) Yalgunas inactivan particularmente el aztreonam,

tale como: TEM-22 (Diestra, 2010).

SHV: Su designación deriva de la presencia de un grupo sulfidrilo C§.ulp!Jydryl

y,ariable) y su afinidad por el compuesto para-cJoromercuriobenzoato (peMB).

A diferencia de las beta-Iaetamasas tipo TEM hay relativamente pocos

derivados de SHV. De la misma manera que en el caso anterior, hay enzimas

tipo SHV que tiene actividad hidrolítica preferente por cefotaxima y ceftazidima

(SHV-2, SHV-12), otras que hidrolizan más rápidamente 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 mayoría de las BlEE tipo

SHV se han encontrado en cepas de K. pneumoniae, aunque estas enzimas

se han descrito en Citrobacter koserii, E. coli y P. aeruginosa. La enzima SHV­

12 se ha descrito en todo el mundo y se ha encontrado en cepas aisladas de

animales y humanos. las enzimas de tipo SHV podrían haber tenido origen en

lEN-1, una penicilinasa cromosómica de K. pneumoniae, con la cual SHV-1

presenta un 97,5% de homología. la movilización del gen correspondiente a

plásmidos y/o elementos transponibles puede haber sido mediada por IS26

(Da Silva, 2010).

CTX-M: Se han descrito hasta la fecha 150 variantes

(http://www.lahey.org/studies/webt.htm) que se agrupan en 5 familias distintas

en función de la homología de las respectivas secuencias aminoacídicas:

CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-25 (Cantón y coL, 2012).

Actualmente constituyen las beta-lactamasas más diseminadas en todo el

mundo, tanto en el medio intra como extra hospitalario, considerándose

endémicas en Sudamerica, Europa mediterránea, Europa de Este y Asia. las

enzimas de tipo CTX-M poseen un mayor poder hidrolítico frente a cefotaxima,
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razón por la cual fueron designadas cefotaximasas. Estas variantes parecen

tener un origen en genes cromosómicos de bacterias medioambientales

(Kluyvera sp.). La movilización de estos genes a bacterias de origen clínico

parece haber ocurrido por la acción de unidades de captura génica, como

ISEcp1, ISCR1 o secuencias relacionadas con fagos (Da Silva, 2010). Estas

unidades de captura han sido descritas principalmente en E. col; 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 dispersión

geográfica localizándose, incluso en cepas aisladas de animales sanos, lo cual

sugiere que estos podrían comportarse como reservorios de cepas

productoras de estas beta-Iactamasas (Diestra, 2010).

OXA: Las beta-Iactamasas tipo OXA se caracterizan por tener una elevada

afinidad por la oxacilina y la c10xacilina y por ser poco inhibidas por el ácido

clavulánico. Según el grado de homología de las secuencias nucleotídicas se

dividen en 9 grupos, dentro de los cuales algunas enzimas presentan actividad

frente a cefalosporinas de tercera y cuarta generación y/o aztreonam. Estas

beta-lactamasa plasmídicas 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 diseminación de los

genes bla.

La dispersión tan efectiva de los genes bla a lo largo de estos años se ha

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

(diseminación clonal) o por la presencia de estos genes en diferentes plataformas

genéticas de transferencia horizontal como secuencias de inserción, transposones
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y plásmidos (diseminación horizontal a través de elementos móviles) (Fernández­

González, 2012).

la mayoría de las resistencias a antibióticos beta-Iactámicos se han adquirido

principalmente por transferencia horizontal desde otras bacterias (Rodríguez­

Rojas y coL, 2013). Sin embargo, en algunos hospitales, se han descrito cuadros

epidemiológicos en el que aparecen combinados ambos mecanismos. Recientes

artículos han descrito la presencia de diseminación c10nal de al menos 5 cepas

diferentes de Klebsiella productoras de BlEE en el mismo servicio y al mismo

tiempo. Además, miembros de un mismo c10n podrían portar diferentes plásmidos

(que codifiquen diferentes genes de BlEE) y cepas no relacionadas

epidemiológicamente podrían producir la misma BlEE debido a la transferencia

del plásmido entre diferentes especies (Paterson y Bonomo, 2005). Ello pone de

relieve que los plásmidos y otros elementos móviles tienen una gran relevancia

clínico epidemiológica.

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 está más favorecida por la proximidad entre microorganismos que

comparten características genéticas como el tamaño 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 diseminación de las BlEE: elementos de inserción,

transposones, integrones y plásmidos.

Plásmidos: Son moléculas de ADN doble cadena, extracromosómico y

autoreplicable. Están compuestos de una región constante que contiene los genes

responsables de funciones esenciales como la replicación, el mantenimiento y la
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transferencia; y una región variable donde se localizan los genes responsables de

funciones adaptativas como: resistencia a antibióticos, factores de virulencia o

producción de bacteriocinas (Diestra, 2010; Da Silva, 2010). Está ampliamente

documentada la participación de los plásmidos en el soporte y movilización de

genes de resistencia antibiótica, en la mayoría de especies bacterianas de interés

clínico. Este hecho, sumado a la capacidad de ser transferidos o movilizados a

través de un proceso llamado conjugación entre diferentes especies bacterianas,

es de primordial importancia para el entendimiento de la evolución de las

poblaciones bacterianas (Cantón, 2006; Fernández, 2010).

La clasificación de los plásmidos se ha realizado en base a diferentes criterios,

como el número de copias, el rango de hospedador, el grupo de incompatibilidad

(Inc) y su capacidad de transferencia entre células. Esta última característica

permite diferenciar estos elementos en plásmidos conjugativos y plásmidos

movilizables (Da Silva, 2010). La caracterización de los grupos Inc se realiza

actualmente por sistemas de tipaje basados en la identificación de secuencias de

la región del control de replicación por PCR o hibridación con sondas especificas:

ori (origen de replicación), cop/inc (control de inicio de replicación) y rep

(replicación y control) (Carattoli y col., 2005). Los plásmidos que pertenecen al

mismo grupo de incompatibilidad (Inc) no pueden coexistir en la misma célula al

compartir los mismos mecanismos de replicación (excepto en caso de

recombinación, en el que sólo actúa un mecanismo dominante) (Taylor y col.,

2004).

Los plásmidos conjugativos se subdividen en dos grandes grupos según el

mecanismo de control de replicación. Un grupo está formado por aquellos

elementos en los cuales el reconocimiento del sitio ori se hace a través de la

ligación de la proteína 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 IncH12, respectivamente). Otro

grupo está representado por los plásmidos cuyo control de replicación se realiza
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negativamente "control antisense", es decir, a partir de una molécula de ARN

"antisense" (copA) que inhibe la síntesis de RepA. A este grupo pertenecen los

plásmidos de la familia repFIIA a la que pertenecen los grupos IncFII (cuyo

prototipo es el plásmido R100), IncFIC, IncZ y los plásmidos del complejo Incl

(incB/O, IncK, Incl1 e IncL/M) (Da Silva, 2010).

Los plásmidos no conjugativos o movilizables son plásmidos pequeños con un

alto número de copias, cuya región constante está constituida por una región mob

(necesaria para la movilización) y una región ori (origen de replicación). Su

transmisibilidad depende de la presencia de un módulo de conjugación de otro

elemento genético. Se ha propuesto un esquema de clasificación de estos

plásmidos basado en las diferencias de sus relaxasas, proteínas esenciales para

el inicio de la transferencia del ADN tanto en plásmidos conjugativos como en

plásmidos movilizables (Francia y coL, 2004). Los plásmidos movilizabies han

contribuido también a la diseminación de genes de resistencia y virulencia

(Jeziorowski y Gordon, 2007). Los tipos más emblemáticos son los plásmidos Col

y los IncQ. Los plásmidos Col se caracterizan por la producción de colicinas,

exoproteínas tóxicas (bacteriocinas) producidas por algunos miembros de

Enterobaeteriaceae, principalmente E. eoli. Su prototipo es el grupo ColE formado

por plásmidos de espectro restringido con un sistema de control de replicación

similar al de la familia repFIIA, paradigma de los plásmidos conjugativos de

enterobacterias (Da Silva, 2010).

Algunos genes de beta-Iactamasas de espectro extenso han sido localizados en

plásmidos ColE como es el caso de blaCTX-M-17 (Cao y coL, 2002). Los plásmidos

IncQ, cuyo prototipo es el plásmido RSF1010, se caracterizan por su amplio

espectro de hospedador, que incluye bacterias Gram positivas, Gram negativas y

Arehaea. Se transfieren eficientemente entre células con la ayuda de plásmidos de

distintos grupos de incompatibilidad como Incl, IncM, IncX y sobre todo IncP (Da

Silva, 2010).
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La distribución de las bfaCTX-M entre plásmidos, en función del grupo de

incompatibilidad es diversa. De manera que, se ha encontrado bfaCTX-M entre

plásmidos con amplio rango de hospedador: IncN o UM (bfaCTX-M-1), Inc A/C

(bfaCTX-M-3) e Inc P1 a (blaCTX-M-9); y entre los siguientes plásmidos de estrecho

rango: IncF2 (blaCTX-M-15), llíc HI2 (blaCTX-M-9) e llíc F1 (blaCTX-M-9) (Navarro, 2007).

La secuenciación completa de plásmidos ha llevado al conocimiento de otras

piezas fundamentales en la movilización genética, como son los transposones e

¡ntegrones presentes en los mismos, y de cómo estos participan en la transmisión

de la resistencia a los agentes antimicrobianos.

Transposones: Son fragmentos de ADN móviles, capaces de insertarse en

distintos lugares dentro del cromosoma bacteriano y "saltar" a otras localizaciones,

incluyendo plásmidos o ADN de bacteriófagos. Dependen de la replicación de su

hospedero ya que son incapaces de replicarse autónomamente (Diestra, 2010).

Se han definido cuatro clases de transposones en enterobacterias con base a sus

diferencias estructurales y su mecanismo de transposición: transposones

compuestos o transposones de clase 1, transposones de clase 11, transposones de

la familia Tn5090-Tn 7 y transposones conjugativos, siendo las tres primeras

clases las que se encuentran con mayor frecuencia en Enterobacteriaceae.

• Transposones de clase I o los transposones compuestos (figura 1):

consisten en dos copias de una secuencia de inserción (lS) con la misma o distinta

orientación, que flanquean un número variable de genes con diferentes funciones,

principalmente resistencia a antibióticos o funciones catabólicas que contribuyen

a la transposición (Da Silva, 2010).

Los ejemplos más representativos de transposones de clase en

Enterobacteriaceae son Tn5 (lS50, kan) y Tn1525 (IS15, kan) que confieren

resistencia a kanamicina y Tn10 (lS10, tet) que confiere resistencia a tetraciclina
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(Sherburne y col., 2000). Recientemente, los transposones clase I han sido

también asociados con la diseminación de los genes blaPER-1 (lS1387) y blaOXA-48

(151999). Estos transposones compuestos se encuentran frecuentemente

formando parte de estructuras más complejas que contienen transposones de

clase 11 como Tn21 (Tn1525) o Tn5393 (IS1387-blaPER-1-IS1387) en diferentes

especies de bacterias gram negativas (Da Silva, 2010).

• Transposones de clase 11: los más 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 orientación de la

transposasa (tnpA) y resolvasa (tnpR): los derivados de Tn3 (en los cuales

transposasa y resolvasa se transcriben en dirección opuesta) y los derivados de

Tn21 (en los cuales esos genes se transcriben en la misma dirección). Los

transposones tipo Tn3 constituyen un grupo heterogéneo ampliamente diseminado

en bacterias gram negativas y gram positivas de origen humano, animal y

medioambiental, cuyo máximo representante es Tn3 (Grindley y col., 2001). Los

transposones de este grupo son responsables de la diseminación de diferentes

variantes de tipo bléITEM como blaTEM-1, bléITEM-2, bléITEM-3, blaTEM-52 y blsTEM-135 (Da

Silva, 2010). La secuencia de inserción ISEcp1 está frecuentemente asociada con

genes blaCTX-M del grupo 1 (blaCTX-M-1, blaCTX-M-3, blaCTX-M-15, blaCTX-M-32) dentro de

Tn3 (Lartigue, 2004).
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Figura 1: Representación esquemática de transposones clase I y clase 11

• Transposones de la familia Tn5090-Tn7: Esta familia engloba el

transposón mercurial Tn5090, los transposones asociados a integrones de clase 1

(Tn402) , y de clase 2 (Tn7) descritos en bacterias Gram negativas, Tn552 de

Staphylococcus aureus y el fago Mu. Su módulo de transposición está formado por

cuatro proteínas (TniABQR en Tn402 y Tn5053 o TniABCO en Tn 7). Se

caracterizan por un mecanismo de transposición replicativa en dos pasos que

incluye la formación de cointegrados y su resolución en un sitio res. Se diferencian

de los transposones Tn3 en que la formación de cointegrados que requiere la

acción de varios genes en lugar de uno (Da Silva, 2010).

• 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-específicas que promueven la escisión

y posterior integración cromosómica. No son considerados plásmidos, ya que

aunque durante el proceso de conjugación sí se da un ciclo de replicación RC
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sobre una de las hebras, el mantenimiento de este tipo de elementos en la

progenie bacteriana sólo necesita de la integración en el cromosoma y no de la

replicación de la molécula de doble cadena. El transposón conjugativo mejor

descrito es el Tn916 en Enterococcus faeca/is y su homólogo Tn1545. Se trata de

un elemento cromosómico conjugativo, que al contrario de lo que ocurre en los

plásmidos no se halla aislado como replicón independiente. Tn916 proporciona

resistencia a tetraciclinas y minociclina, y Tn1545 a eritromicina y kanamicina

(Burrus,2002).

Integrones: Son estructuras sin capacidad de transposición "per se". Son

sistemas de recombinación sitio-especifica, a través del cual ocurre el

reconocimiento, la captura, y la expresión de casetes o genes cassettes. Los

genes cassette son moléculas de ADN no replicativas que se encuentran como

ADN circular libre, integrados en plásmidos o en el cromosoma. Aunque los genes

estructurales presentes en integrones son mayoritariamente de resistencia,

también es posible la integración de otro tipo de genes que probablemente no se

observan con tanta frecuencia, porque no existe la presión selectiva necesaria

para que se manifieste fenotípicamente (Sabaté, 2002; Diestra, 2010).

Los integrones se componen de tres elementos esenciales localizados en una

región conservada denominada "S'-conserved región" (S'-CS): el gen int que

codifica para una integrasa de la familia de las tirosina-recombinasas, un sitio

primario de recombinación (att/) y un promotor (Pe), que asegura la expresión de

los genes cassettes. Algunos tipos de integrones presentan una región

conservada 3'CS (3'-conservecf región), constituida por un gen de resistencia a

compuestos de amonio cuaternario (qacEL!1), un gen de resistencia a sulfamidas

(su/1) y una secuencia de función desconocida (orfS) (Mazel, 2006).
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Figura 2: Representación esquemática de un integrón. Regiones conservadas:

extremos 5'CS y 3'CS. Intl, integrasa; qacELH y su/t, resistencia a amonios

cuaternarios y sulfamidas; orf5, función desconocida; Región variable con genes

cassettes; Pc, promotor que dirige expresión de estos genes.

Los integrones no están dotados de movilidad, sino que se asocian a secuencias

de inserción, transposones y/o plásmidos conjugativos, que permiten su

transmisión intra e intercelularmente (Mazel, 2006). Se han identificado cinco

clases de integrones asociadas a la diseminación 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 más frecuentemente encontrados en bacterias

resistentes a antibióticos en el ámbito intra y extra-hospitalario, son derivados

defectivos de Tn4D2 que están asociados comúnmente a distintos

transposones de la familia Tn3 (Tn21, Tn 1, Tn3).

o Integrones de clase 2, están relacionados exclusivamente con la familia Tn 7.

o Integrones de clase 3, son similares a los de clase 2 y están asociados a

transposones en plásmidos conjugativos.

o Integrones de clase 4, son componentes del elemento SXT encontrado en

Vibrio cho/erae, que contiene genes que confieren resistencia a

sulfametoxazol, trimetoprim y estreptomicina.
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o Integrones de clase S, se han identificado en un transposon compuesto

localizado en un plásmido de Vibrio salmonicida (Da Silva, 2010).

Los mecanismos de resistencia relacionados con genes localizados en integrones

son variados e incluyen la slntesis de enzimas como las EMA21 , cloranfenicol

acetil transferasas (CAT) modificantes de rifampicina, beta-Iactamasas,

especialmente aquellas de más reciente descripción como las carbapenemasas,

además de las enzimas dihidrofolato reductasas (Tabla 3).También se han

descrito proteínas protectoras de la ADN girasa y bombas de eflujo codificadas en

integrones (González 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-Iactamasas

Beta-Iactamasas clase A: familia bla P (P1,2,3)

Beta-Iactamasas clase B: familia IMP (1-8); familia b/aVIM (1,2,3,4)

Beta-Iactamasas clase D; familia b/aOXA (1,2,3,5,7,9,10)

Resistencia a aminoglucósidos

Aminoglucósido adeniltransferasa: aadA 1a, aadA 1b, aadA2, aadB

Aminoglucósido acetiltransferasa: aacA1, aacA4, aacA7, aacC1, aacC

Resistencia a cloranfenicol

Cloranfenicol acetiltransferasa : catB2, catB3, catBS

Exportador de cloranfenicol: cm/A

Resistencia a trimetropim

Dihidrofolato reductasa clase A: dfrA1, dfrAS, dfrA7, dfrA12, dfrA14

Dihidrofolato reductasa clase B: dfrB1, dfrB2, dfrB3

Resistencia a antisépticos/desinfectantes

Exportador de compuestos de amonio cuaternario: qacE, qacG

Fuente: Bennett, 2008.
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la movilidad genética entre los microorganismos involucra diversos mecanismos

que conllevan a manipular y translocar fragmentos de ADN a través de enzimas

como recombinasas, transposasas, integrasas, resolvasas. Estas enzimas están

codificadas por la maquinaria genética del hospedero o por elementos genéticos

móviles, tales como: secuencias de inserción, transposones e integrones (Figura

3). Recientemente, Millán y col., (2013) describieron el elemento de inserción

ISCR1 asociado a genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 en plásmidos conjugativos IncN e

IncFIIA aislados en Klebsiella pneumoniae de origen hospitalario en Mérida,

Venezuela. Esta particular estructura genética ha demostrado estar involucrada en

la facilitación de la pérdida o captura de genes, asf como la organización de estos

en el ADN genómico o en plásmidos conjugativos.

Secuencia de
inserción

Plásmldo
conJugativo

Genes
cassette
móviles

Integrón

~ Transposón

Figura 3: Representación esquemática de la composición jerárquica y modular de

los elementos genéticos móviles: genes cassette, integrones, transposones,

plásmidos.

la prevalencia de aislados que producen BlEE se ha incrementado alrededor del

mundo debido a la diseminación de los elementos móviles y a la dispersión de
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clones epidémicos. Las cepas productoras de BLEE son frecuentemente

resistentes a aminoglucósidos, sulfonamidas y f1uoroquinolonas. La fuga de cepas

de K. pneumoniae desde los hospitales a la comunidad plantea un serio desafío

para el tratamiento de infecciones adquiridas en la comunidad. La frecuencia de

producción de BLEE por aislados de K. pneumoniae adquiridos en la comunidad

varía en diferentes países. Sin embargo, estas cepas, han surgido en Europa,

Asia, Sur y Norte América. Con el incremento del número de infecciones

resistentes, la mortalidad por K. pneumoniae se ha incrementado y el tratamiento

se ha hecho más complicado (Meurer y col., 2010). La tabla 4 muestra algunas de

las beta-lactamasas reportadas para K. pneumoniae codificadas en plásmidos de

diferentes grupos de incompatibilidad.

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

animal.

aac(6')-lb-cr, blaCMY-2, blaCTX-M-1-2-3-9-14-15-24-27, blaDHA-1'

blaSHV-2-5-12, blaTEM-1

blaCMY-2-4, blaCTX-M-2-3-14-15-56, blaSHV-2-5-12,

blaTEM-3-21-24, blaIMP-4-8-13, blavlM-4, blaVEB-1

aac(6')-lb-cr, blaCTX-M-1-3-15-42, blaTEM-3-10,

blaSHV-5, blaIMP-4-8

blaCMY-2-7-21, blaCTX-M-1-2-3-9-14-15-24, blaSHV-12,

blaTEM-1-3-52 , bIBvIM-1

blaCTX-M-2-3-9-14, blaSHV-12, blalMP-4, bIBvIM-1

blaKPC-2, blaCTX-M-1-3-15-32-40, bIBvIM-1

Fuente: Carattoli, 2009.

F

NC
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2.9. "Mapeo por PCR" técnica para la determinación de entornos genéticos.

El "mapeo por PCR" es una técnica de descripción física, que permiten analizar

directamente moléculas de ADN con el fin de construir mapas que indiquen la

posición y las características de una secuencia determinada, incluyendo genes

completos. Esta metodología es una variación 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

fácilmente reconocible y se encuentra sólo una vez en el cromosoma o genoma

estudiado. A diferencia de la técnica STS, el mapeo por PCR utiliza iniciadores

específicos como marcadores para regiones genéticas de interés, lo que

presupone el conocimiento de la secuencia y de la organización 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

bioinformáticos, permiten organizar el orden y sentido correcto de las secuencias

adyacentes que finalmente darán origen a la construcción de un mapa físico

genético. Esta técnica es ampliamente utilizada en la identificación de entornos

genéticos asociados a integrones, estructuras genéticas que constan de regiones

constantes espaciadas por regiones variables, donde se encuentran genes de

relevancia clínica y epidemiológica como los de resistencia a antibióticos. Dicha

característica, 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 útil y muy empleada en la

generación rápida de estructuras detalladas de genomas, sin ser técnicamente

exigente. Sin embargo, por su diseño, su aplicación está estrechamente

relacionada con los límites de la enzima polimerasa (Weissensteiner y col., 2004).
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En este sentido, el análisis del ambiente genético de los genes que codifican para

las BLEE revela detalles importantes relacionados con la adquisición, movilización

y diseminación de estas beta-Iactamasas. En Venezuela, no se conocen estudios

sobre el contexto genético de los genes codificantes para BLEE, especialmente

los relacionados a CTX-M. Es por ello, que con el presente trabajo, se propone los

modelos de organización del ambiente genético de los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2

localizados en plásmidos conjugativos de cepas de K. pneumoniae, circulantes en

la Unidad de Neonatología del Instituto Autónomo Hospital Universitario de Los

Andes en el estado Mérida.

27

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



3. HIPÓTESIS

Los determinantes que codifican para las beta-Iactamasas CTX-M-1 y CTX-M·2 se

encuentran en plataformas genéticas cuya organización estabilizan, reordenan y

promueven la diseminación de estos genes en la población bacteriana.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar la organización 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 Autónomo Hospital Universitario de

Los Andes (IAHULA).

OBJETIVOS ESPECíFICOS

1. Confirmar mediante amplificación por PCR los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2

en cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes recluidos en la UARN del

IAHULA.

2. Transferir por conjugación los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 a células

receptoras E. coli J53

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

transconjugantes.

4. Detectar mediante amplificación por PCR los siguientes elementos

genéticos: ¡ntegrones clase 1, secuencias de inserción (18Ecp1, 1826,

18CR1 e 18903) y otros genes de resistencia (qacE~, sull y blaOXA).
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5. Analizar la organización del ambiente genético "aguas arriba y abajo"

mediante la técnica de "mapeo por peR", utilizando la combinación de los

iniciadores directos o reversos de los elementos genéticos previamente

detectados y los correspondientes a los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2.

6. Purificar y secuenciar los diferentes elementos génicos detectados

relacionados con los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2.

7. Proponer una estructura genética para la descripción del entorno genético

de los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 mediante el análisis bioinformático.
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5. MATERIALES Y MÉTODOS

5.1. Cepas bacterianas

Se analizaron dos cepas de KlebsielJa pneumoníae (Kpn28 y Kpn29) con

sensibilidad disminuida a las cefalosporinas de amplio espectro, pertenecientes a

la colección del Laboratorio Bacteriología Clínica "Dr. Roberto Gabaldón" de la

Facultad de Farmacia y Bioanálisis, Universidad de Los Andes, Mérida,

Venezuela. Estas cepas fueron aisladas en el año 2010, a partir de hemocultivos

provenientes de neonatos con diagnóstico de septicemia nosocomial, recluidos

UARN del IAHULA. En un estudio previo realizado por Millán y cols. (2013) se

determinó la presencia de los genes blaCTXM-1 y blaCTXM-2 en las cepas Kpn28 y

Kpn29, respectivamente.

5.2. Transferencia por conjugación de genes que codifican para BlEE

La transferencia de los determinantes de resistencia BLEE se realizó mediante

ensayos de conjugación en medio sólido Agar Muller-Hinton (MH), utilizando la

cepa E. coli J53 resistente al ácido nalidíxico como receptora. Las cepas

donadoras (Kpn28 y Kpn29) y la receptora se cultivaron por separado en 10 mi de

caldo MH sin antibiótico a 37 oC en agitación constante, hasta alcanzar una

densidad óptica de 0,6 - 0,7 a 600 nm. En una proporción de 1:10 a favor de la

cepa receptora, se colocaron 100 lJL de la cepa donadora y 900 lJL del cultivo

bacteriano de la cepa receptora; a partir de esta suspensión se inocularon 100 lJL

en una placa de agar MH, la cual se incubó por 6 horas a 37 oC. Luego de la

formación de una película bacteriana sobre la superficie del agar, ésta fue

resuspendida en 2 mi de caldo MH para posteriormente realizar diluciones

seriadas 1:10 en caldo MH. Una alícuota de 100 lJL ~e cada dilución se inoculó en

placas de agar MH suplementadas con ácido nalidíxico (100 lJg/mL) y cefotaxima

(2 lJg/mL). Las placas fueron incubadas a 37 oC por 14-18 horas. Las células
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transconjugantes obtenidas se les verificó su fenotipo por pruebas de

susceptibilidad y por amplificación PCR.

5.3. Caracterización genética de cepas productoras de BlEE

5.3.1. Extracción y análisis de ADN plasmídico y detección del grupo de

incompatibilidad

A partir de las células transconjugantes se obtuvo el ADN plasmídico mediante la

técnica de lisis alcalina descrita por Sambrook y coL, (1989) con algunas

modificaciones. Los plásmidos se visualizaron en geles de agarosa al 0,8%, se

tiñeron con 50 IJg/ml bromuro de etidio (Sigma) y se fotografiaron con el UVP

Biodoc-It System. El tamaño de los plásmidos se estimó mediante comparación

visual con otros plásmidos de peso molecular conocidos: pLM07/20 (1S0kb) y

pKAMS42 (87kb) (MilIán y coL, 2011; Araque y Rivera, 2004).

Los plásmidos se clasificaron preliminarmente de acuerdo con sus grupos de

incompatibilidad y según el esquema de tipificación del replicón por PCR descrito

por Carattoli y coL, (2005).

5.3.2. Extracción del ADN genómico de las cepas Kpn28 y Kpn29 y sus

respectivas células obtenidas por transconjugación

A partir de cultivos frescos en agar MH varias colonias de las cepas estudiadas se

suspendieron en 200 J.lL de agua bidestilada estéril ajustándose a una turbidez

equivalente al patrón N° 2 del McFarland. Esta suspensión fue colocada a

ebullición por 10 minutos y se centrifugó a 13.000 rpm por 5 minutos.

Seguidamente se transfirió el sobrenadante conteniendo el ADN a un tubo

Eppendorf'ID estéril, el cual fue mantenido a - 20°C hasta el momento de realizar las

mezclas de reacción para las diferentes amplificaciones por PCR.
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5.3.3. Confirmación de la presencia de los genes blaBLEE tipo CTX-M mediante

amplificación por PCR

La detección de genes codificantes blaBLEE tipo CTX-M en las cepas estudiadas,

células obtenidas por transconjugación y plásmidos, se hizo utilizando los

iniciadores y condiciones de amplificación descritas en la Tabla 5. Las

amplificaciones se llevaron a cabo en volumen final de 25 ¡JL Y la mezcla estuvo

compuesta por 2,5 ¡JL del buffer de reacción (10X), 1,25 ¡JL de MgCI2 (50 mM), 1,5

J.lL de dNTPs (10 mM; Fudaim, Venezuela), 2,5 ¡JL de cada iniciador (10 pmol/¡JL),

0,3 ¡JL de la Taq polimerasa (5 U/J.lL; Fudaim, Venezuela), 11,45 ¡JL de agua

bidestilada ultrapura y 3 ¡JL del ADN extraído. Las PCR se realizaron en un

termocicJador Perkin Elmer (PCR System 2400) bajo las condiciones descritas en

la Tabla 6. Los productos de amplificación se sometieron a electroforesis en geles

de agarosa al 1% con bromuro de elidio (50¡Jg/mL). Como tampón de carga se

utilizó el tampón 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 amplificación para la detección de

genes blaBLEE tipo CTX-M.

F: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC
blaCTX.M grupo 1000 Ma y coL, 2005

R:CCGCTGCCGGTYTTATCVCCBAC

F: GGTTAAAAAATCACTGCGTC
blaCTX-M.1 860 Eckert y col., 2006

R:TTGGTGACGATTTTAGCCGC

F: TTAATGATGACTCAGAGCATT
blaCTX-M.2 900 Di Conza y col., 2002

R:GATACCTCGCTCCATTTATTGC
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Tabla 6. Condiciones de amplificación para detección de genes blaBLEE

blaCTX-M

blaCTX-M-1

blaCTX-M.2

1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 94°C por 1 min, 50°C por 1 mino

72°C por 1 min; 1 ciclo de 10 min a 7'Z'C.

1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 948 C por 1 mino 55°C por 1 mino

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

1 ciclo de 5 min a 95°C; 30 ciclos de 948C por 1 min, 55°C por 1 mino

72°C por 1 min; 1 ciclo de 10 min a 720C.

5.4. Análisis de la organización del entorno genético de los genes blaCTX.M-1 y

blaCTX.M-2.

En la Tabla 7, se señalan 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 combinación 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 plásmidos aislados. siguiendo lo descrito en las referencias

señaladas.

El programa de amplificación 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. Oligonucleótidos utilizados para la amplificación de genes blaBLEE y
detección de elementos genéticos asociados a los genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2.

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

15
13

5'CS

3'-CS

qacEd1F

Su/1B

Su/1F
SuJ1B
F12D

F12R
ORFend

blaUp

341 F
blaUp

blal

qacEd1B

blal

blal!

blaDn

blall

blalV

qacEd1B

341 F
341 R
341F

CTX-M-1R
ISEcp1 F
ISEcp1 R

IS26 F
IS26R
IS903 F

IS903 R
5'CS

Su/1B

/nt1 F
Jnt1 .R

ACCGCCAACTTTCAGCACAT
GCGTTCGGTCAAGGTTCTGG
GGCATCCAAGCAGCAAGC
AAGCAGACTTGACCTGAT
ATCGCAATAGTTGGCGAAGT

GCAAGGCGGAAACCCGCGCC

CTTCGATGAGAGCCGGCGGC
GCAAGGCGGAAACCCGCGCC
GTATTGCGCCGCTCTTAGAC
AAACCAGCATGGTTGGCTAC
CCGTT Cl I IATGTGGG
GGCTTC GCTGCTGTTGCAC
CGCCCACTCAAACAAACG
GGCTTCCAGCTGCTGTTGCAC
TTAATGATGACTCAGAGCATT

CAAGC I I I I GCCCATGAAGC

TTAATGATGACTCAGAGCATT
GATACCTCGCTCCArrrATTGC
TTGACTGTCGACCCCAAATCC

GATACCTCGCTCCAI I IATTGC

TACCCAACCGGAGCAGAAGG

CAAGCTTTTGCCCATGAAGC

CGCCCACTCAAACAAACG
GAGGC I I IGGTGTAACCG
CGCCCACTCAAACAAACG
GGTGACGATTTTAGCCGC
TTCAAAAAGCATAATCAAAGC
CAACCACC lit CAATCA I 111 I
TCACTCCACGATTTACCGCT
CTTACCAGGCGCATTTCGCC
CATATG ATCTGCGC
CCGTAGCG TTGTG IIIIC
GGCATCCAAGCAGCAAGC

GCAAGGCGGAAACCCGCGCC

ACATGCGTGTAAATCATCGTC
GGTCAAGGATCTGGATITCG

Int1

Variable

qacEd-Sul1

Sul1

Sul1-ISCR1

ISCR1­
Q1S0TX-M-l

ISCR1­

blaCTX-M-2

b/SCrx-M-2­

qacE.1

blaCTX-M-2

b/SCTX-M-2

b/aCTX-M-2­

qacEd

ISCR1

ISCR1­
blaCTX-M-1

ISEcp1

IS26

IS903

Región

variable/3'CS

Int1

928

variable

759

398

1935

2300

2408

2200

860

1363

1300

434

2700

1546

500

473

1845

490

Di Conza y col., 2002

Di Conza y coL, 2002

Hall yVockler, 1987;
Sundstroem y col.,
1988
Sundstroem y coL,
1988

Power y coL, 2005

Cameran y coL, 1986;
Di Conza y 001., 2002

Sabaté y col., 2002;
Di Conza y col., 2002

Bauernfeind y coL,
1996;
Hall y Vockler, 1987
Bauernfeind y col.,
1996
Power y col., 2005
Bauemfeind y coL,
1996
Bauernfeind y col.,
1996;
Hall y Vockler, 1987

Sabaté y col., 2002

Sabaté y col., 2002;
Eckert y col., 2006

PoireJ y coL, 2003

Saladin y col., 2002

Poirel y coL, 2003

Di Conza y col., 2002;
Sundstroem y col.,
1988

Vignoli y col., 2006
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5.5. Secuenciación y análisis de los productos amplificados

Todos los productos obtenidos a partir de las amplificaciones fueron purificados

utilizando el kit PCR Accuprep® (BIONEER). La secuenciación se llevó a cabo en

el servicio de secuenciación automatizada 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 intemet del Centro Nacional de Información Biotecnológica {NCBI:

www.ncbLnlm.nih.gov/l. La estructura genética producto del solapamiento de las

secuencias de fos genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 y fos segmentos génicos

adyacentes fue obtenida a través del empleo de la herramienta informática BioEdit

(Hall, 1999). Los segmentos obtenidos fueron sometidos al análisis en el programa

ORF Finder (disponible en el servidor remoto

http://www.ncbLnlm.nih.gov/gorf/gorf.html). con el objeto de obtener los marcos

abiertos de lectura e identificar las proteínas hipotéticas producto de su expresión.

Estos análisis se hicieron utilizando la herramienta blastp comparando con las

bases de datos del Pfam (http://pfam.sanger.ac.ukl) y UniProtKB/Swiss-Prot

(http://web.expasy.org). Para confirmar la relación filogenética y la posición

sistemática dentro del grupo CTX-M, se elaboró un árbol filogenético a partir de

secuencias de referencia de los subgrupos blaCTX-M empleadas por Bonnet (2004)

Y la secuencia obtenida para el gen blaCTX-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.ebLac.uk). El análisis filogenético

de las secuencias fue realizado empleando el programa MEGA (Molecular

Evolutionary Genetics Analysis) versión 5.0 (Tamura y col, 2011). Las distancias

evolutivas induyendo un factor de corrección según ef modefo de Poisson
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(Zuckerkandl y Pauling, 1965) se calcularon en función del número de

aminoácidos en que difieren o asemejan dos proteínas mediante el Método

Neighbor Joining (Saitou y Nei, 1987); así mismo, se determinaron los valores de

remuestreo o Bootstrap basado en 1000 repeticiones. La consistencia de una

determinada relación filogenética se evaluó 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 agrupación, mediante el cual se comprobó

estadística y aleatoriamente si el orden en que se habían introducido las

secuencias afectaba a las características del modelo empleado.
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6. RESULTADOS

El ADN de las células transconjugantes fue analizado para la detección de genes

codificantes de BLEE tipo CTX-M e investigar los elementos genéticos asociados

a estos genes.

Los iniciadores específicos para los diferentes subgrupos de CTX-M confirmaron

la presencia del gen blaCTX-M-1 en la cepa TC-Kpn28 y en la cepa TC-Kpn29 el gen

blaCTX-M-2 (Figuras 4 y 5). Estos genes se localizaron en plásmidos de tamaño

aproximado a 85 kb, relacionados con los grupos IncN e IncFIIA, 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 blaCTX-M-2

para la cepa Kpn29 y TC-Kpn29 e 1826 para TC-Kpn28 y TC-Kpn29.

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

genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2. El integrón clase 1 (Int1) sólo fue demostrado para el

entorno genético de blaCTX-M-2 (Figura 6), mientras las secuencias de inserción

18CR1 e 1826, así como el gen qacE.ó1 se detectaron en ambas cepas. En las

regiones variables, el gen aadA5 y aadA1 estuvieron presentes y relacionados al

entorno genético de blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2 en las cepas TC-Kpn28 y TC-kpn29,

respectivamente.

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

genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2.

Int1 +

ISCR1 + +

ISEcp1

IS903

IS26 + +

qacE.ó1 + +

Región variable +aadA5 +aadA1
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Figura 6. Electroforesis de los amplificados para Int1. El elemento genético Int1

resultó positivo para Kpn29 y TC-Kpn29 con un tamaño aproximado de 500pb

(Int1 Fllnt1 R), 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 determinó la organización

"corriente arriba y abajo" del ambiente genético que rodea los genes blaCTX-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

organización y construir por solapamiento de bases el mapa físico del entorno

genético.

Con respecto a la estructura base del entorno genético del gen blaCTX-M-l, 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 integrón tipo 1 simple, contenía las secuencias que

codificaban para las proteínas AadA5 (122 a 424 pb), QacEd (1141 a 1488) y Sul1

(1395 a 1739). El segundo segmento, con una extensión total de 1790 pb incluyó

las secuencias de las proteínas 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 clásica

de un integrón 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 yen dirección 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 qacE1l1 junto al

gen su/1 a 3625 pb Y en el mismo sentido de blaCTX-M-2; 3) una región variable

ubicada entre 5'-CS y 3'-CS en donde se localizó el gen aadA1 (aminoglucósido­

adeniltransferasa) en dirección opuesta al gen intl1; 4) corriente abajo de la región

3'-CS y en la misma orientación del gen su/1 se encuentra la secuencia de

inserción ISCR1. Seguida a esta secuencia y con la misma orientación,

encontramos a una distancia de 2040 pb, el gen de resistencia blaCTX-M-2 y 5) una

duplicación de la región 3'-CS conformada por la proteína de fusión ORF3/QacE~1

(Tabla 10, Figuras 9 y 10).

En la Figura 11, se muestra la construcción del árbol filogenético de las beta­

lactamasas tipo CTX-M, donde se puede observar la inclusión de la secuencia

aminoacídica obtenida en este estudio para el gen blaCTX-M-2, en el parentesco

filogenético correspondiente al subgrupo CTX-M-2.
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Tabla 9. Marcos abiertos de lectura encontrados en el entorno del gen blaCTX-M-1

para la cepa Kpn28.

aadA5 +2 122-424 303 100 AEV45771.1 100

subsp. enterica
.9 Exportador multidrogac:

qacELl +1 1141-1488 348 115 AGE11240.1 100Q)

E Citrobaeter freundii
Cl
Q)

Sul1 proterna de fusión(/)

sul1 +3 1395-1739 346 115 Aeinetobaeter CAJ77031.1 99

Baumannii

N ISCR1 +3 24-788 765 254 ISCR1 parcial E. eoli. ACL81505.1 99
.9
c:
Q)

E Betalactamasa CTX-M-1
Cl blaCTX.M-1 +2 953-1789 837 278 YP 003717483 100Q)

(/) Eeoli
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Segmento 1

GCAGCACCAGTCGCTTCGCTCCTTGGACAGCTTTTAAGTCGCGTCTTTGTGGTTTTGCTGCGCAAAAGTATTCCACAAAGCCGCAACTTAAAAG
CTGCCGCTGAACAGAACGTTAGGCAT~TGAATTTTTCCCTGCACAAGTTTTCAAGCAGCTGTCCCACGCTCGCGCGGTGATCGAGCGCC

ATCTGGCTGCGACACTGGACACAATCCACCTGTTCGGATCTGCGATCGATGGAGGGCTGAAGCCGGACAGCGACATAGACTTGCTCGTGACCGT
CAGCGCCGCACCTAACGATTCGCTCCGGCAGGCGCTAATGCTCGATTTGCTGAAAGTCTCATCACCGCCAGGCGATGGCGGAACATGGCGACCG
CTGGAGCTAACTGTTGTCGCTCGAAGCGAAGTAGTGCCTTGGCGCTAACCGGCAGCGGCGTGAGCTTCAGTTCGGTGAGTGGCTCCGCCACGAC
ATCCTTTCCGGAACGTTCGAGCCTGCCGTTCTGGATCACGATCTTGCGATTTTGCTGACCAAGGCGAGGCAATCATCAGCCTTGCGCTTCTAGG
CCCATCCGCAGCCACGTTTTTCGAGCCAGTGCCGAAGGAGCATTTCTCCAAGGCACTTATTCGACACTATTGCCCAGTGGAATGCAGAGTCGGA
TTGGACAGGGTGACGAGCGGAACGTCGTTCTTGCTCTTGCTCGCATTTGGTACAGCGCTTCAACTGGTCTCATTGCATCCTAAGGACGTTGCTG
CCGCATGGGTATCGGAGCGTTTGCCTGCCGAGCATCGGCCCCTCATCTGCAAGGCACGCGCGGCGTACACTGGGTAGCGAGGACGACGACCTAG
CAATGCGCGTCGAAGAGACGGCCGCGTTCGTTCGATATGCCAAAGCAACGATTGAGAGAATGCTTGCGTTGCAGCGGCACTGTGCGGAAAAGTA
GCATCTGACCCGCCGCTCGAGGGCATCTGATGCCTAACTCGGCGTTCAAGCGGACGAGCTGCGCCCGCCGCTCAACTATGCGTTAGATGCACTA
AGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAGCCCTACACAAGACGCCTCATCGC
AGATAGTATGG~AAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTTTA

CTAAGCTTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGC
TTATGCAGTCTGGTCGGGACTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCTGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGC

Segmento 2

Figura 7: Secuencias nucleotidicas obtenidas por solapamiento de los segmentos genéticos

relacionados con el entorno del gen blaCTX-M-1.

Segmento 1: aadA 1 qacEil •

Segmento 2: _ _ ATG: codón de iniciación.
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5'·(5 Región variable 3'·(5. .. . .. . ..
1141 1488

Región común Gen de resistencia. .. . ..
3'·(5. ..

1 122

;,I'/.....////////.....//...../////.,.

S'cs--.

oodAS

3'C5

l009po +-
qacEdlF SullB

----. 798pb +-

SullF SullB

----'400pb+-

1 24

341F
----.

788 953

l800pb

1789

~//....../////////.....///////.....//////...../////.....//...../////...

BlaCTX-M-l

+-

_ Segmento 1 ~ _ Segmento 2 ~

Figura 8: Esquema (no en escala) presuntivo del entorno genético del gen blaCTX-M-1 detectado en la cepa TC-Kpn28. Se indican

algunos oligonucleótidos utilizados para el mapeo por PCR y el tamaño de los amplicones en pb. En el segmento 1 se encontraron

tres marcos abiertos de lectura correspondientes a los genes: aadA5, qacE.11 y sul1. En el segmento 2, dos marcos abiertos de

lectura para la secuencia de inserción ISCR1 (ORF513) y el gen blaCTX-M-1.
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Tabla 10. Marcos abiertos de lectura encontrados en el entorno del gen blaCTX-M-2

para la cepa Kpn29.

Int1 -1 1-900 900 299 ABV25530.1 100
K. pneumoniae

Aminoglucósido adenil-

aadA1 +2 830-1840 1011 336 transferasa NP 052897.3 100

S. f1exneri

qacEl!. +2 2006-2353 348 115
Transportador multidroga

AGE11240.1 97
C. freundíí

sul1 +1 2347-3186 840 279
Dihidropteroato sintetasa

NP052897.3 99
S. flexneri

Recombinasa
ISCR1 +3 3591-5132 1542 513 NP 775048.1 100

C. freundíi

Betalactamasa CTX-M-2

blaCTX-M-2 +3 5631-6506 876 291 S. entérfcª subsp. P74841.1 100

enterica

orf3/ Protefna de fusión
+3 6930-7795 867 288 ACF06163.1 100

qacEl!.1 Orf3/QacEll1
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CAGATCCTGCACGGTTCGAATGTCGTAACCGCTGCGGAGCAAGGCCGTCGCGAACGAGTGGCGGAGGGTGTGCGGTGTGGCGGGCTTCGTGATGCCTGCTTGTTCTACGG
CACGTTTGAAGGCGCGCTGAAAGGTCTGGTCATACATGTGATGGCGACGCACGACACCGCTCCGTGGATCGGTCGAATGCGTGTGCTGCGCAAAAACCCAGAACCACGGC
CAGGAATGCCCGGCGCGCGGATACTTCCGCTCAAGGGCGTCGGGAAGCGCAACGCCGCTGCGGCCCTCGGCCTGGTCCTTCAGCCACCATGCCCGTGCACGCGACAGCTG
CTCGCGCAGGCTGGGTGCCAAGCTCTCGGGTAACATCAAGGCCCGATCCTTGGAGCCCTTGCCCTCCCGCACGATGATCGTGCCGTGATCGAAATCCAGATCCTTGACCC
GCAGTTGCAAACCCTCACTGATCCGCATGCCCGTTCCATACAGAAGCTGGGCGAACAAACGATGCTCGCCTTCCAGAAAACCGAGGATGCGAACCACTTCATCCGGGGTC
AGCACCACCGGCAAGCGCCGCGACGGCCGAGGTCTTCCGATCTCCTGAAGCCAGGGCAGATCCGTGCACAGCACCTTGCCGTAGAAGAACAGCAAGGCCGCCAATGCCTG
ACGATGCGTGGAGACCGAAACCTTGCGCTCGTTCGCCAGCCAGGACAGAAATGCCTCGACTTCGCTGCTGCCCAAGGTTGCCGGGTGACGCACACCGTGGAAACGGATGA
AGGCACGAACCCAGTGGACATAAGCCTGTTCGGTTCGTAAGCTGTAATGCAAGTAGCGTATGCGCTCACGCAACTGGTCCAGAACCTTGACCGAACGCAGCGGTGGTAAC
GGCGCAGTGGCGGTTTTCATGGCTTGTTATGACTGTTTTTTTGGGGTACAGTCTATGCCTCGGGCATCCAAGCAGCAAGCGCGTTACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGTT
ATGGAGCAGCAACGATGTTACGCAGCAGGGCAGTCGCCCTAAAACAAAGTTAAACATCATGAGGGAAGCGGTGATCGCCGAAGTATCGACTCAACTATCAGAGGTAGTTG
GCGTCATCGAGCGCCATCTCGAACCGACGTTGCTGGCCGTACATTTGTACGGCTCCGCAGTGGATGGCGGCCTGAAGCCACACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACGGTG
ACCGTAAGGCTTGATGAAACAACGCGGCGAGCTTTGATCAACGACCTTTTGGAAACTTCGGCTTCCCCTGGAGAGAGCGAGATTCTCCGCGCTGTAGAAGTCACCATTGT
TGTGCACGACGACATCATTCCGTGGCGTTATCCAGCTAAGCGCGAACTGCAATTTGGAGAATGGCAGCGCAATGACATTCTTGCAGGTATCTTCGAGCCAGCCACGATCG
ACATTGATCTGGCTATCTTGCTGACAAAAGCAAGAGAACATAGCGTTGCCTTGGTAGGTCCAGCGGCGGAGGAACTCTTTGATCCGGTTCCTGAACAGGATCTATTTGAG
GCGCTAAATGAAACCTTAACGCTATGGAACTCGCCGCCCGACTGGGCTGGCGATGAGCGAAATGTAGTGCTTACGTTGTCCCGCATTTGGTACAGCGCAGTAACCGGCAG
AATCGCGCCGAAGGATGTCGCTGCCGACTGGGCAATGGAGCGCCTGCCGGCCCAGTATCAGCCCGTCATACTTGAAGCTAGACAGGCTTATCTTGGACAAGAAGAAGATC
GCTTGGCCTCGCGCGCAGATCAGTTGGAAGAATT'I'GTTCACTACGTGAAAGGCGAGATCACCAAGGTAGTCGGCAAATAATGTCTAACAATTCGTTCAAGCCGACGCCGC
TTCGCGGCGCGGCTTAACTCAAGCGTTAGATGCACTAAGCACATAATTGCTCACAGCCAAACTATCAGGTCAAGTCTGTGCTTTTATTATTTTTAAGCGTGCATAATAAG
CCCTACACAAATTGGGAGATATATC!!!!AAAGGCTGGCTTTTTCTTGTTATCGCAATAGTTGGCGAAGTAATCGCAACATCCGCATTAAAATCTAGCGAGGGCTTTACTA
AGCTTGCCCCTTCCGCCGTTGTCATAATCGGTTATGGCATCGCATTTTATTTTCTTTCTCTGGTTCTGAAATCCATCCCTGTCGGTGTTGCTTATGCAGTCTGGTCGGGA
CTCGGCGTCGTCATAATTACAGCCATTGCCAGGTTGCTTCATGGGCAAAAGCTTGATGCGTGGGGCTTTGTAAGTATGGGGCTCATAATTGCTGCCTTTTTGCTCGACCG
ATCCCCATCCTGGAAGTCGATGAGGAGGCCGACGC

GCAATAAATGGAGCGAGGTATCGCTCCATTTACGTTAAAAATGTGCTCCTGAACTTCAGTCTTGTCTTGCAACGAACCCTCATCTCTTTCTAT
CATTCCGCTCTTTTTTCTGGACCAAATATCTTAGCTTCAGGAAGGTAATAGATAACAATTTCTTATGTAAACTATTTTATTTTAAATAATGTTTAAGGCATTTAATTATT
AGGTTGTTTGTTTTTATTGTAATTATCTGATTTACACTTGCAGTATTCCTATTTTTTTACACTGGAATAATTTCGGCCTTCCGTATCTCCTTTCTGTCTGCATGGTTGTA
TTCTAATGGTTTTTTATGCTTTAAGAATTTTATTTATTTTTAATAGTTGAACTAAGAGCCATCTTAAAAGCTTATTGACAATAAATTACCTCAATGAAATTATTCTAATA
'rQGATAAGGAGGGGACAATGAAGTCGCTCAATAATAATTTTGCA1\GAQT'l'ACCTGTATGbGCTGCCCTTCTc:Jl.TTGTGAAGTTAAGCCAAATéCCTCTCTACGGGTTTcA
TTTTGTCAGGAATACTG'l'TTTTGTACCTGGCCTGAAGCCAGTCGCTATTTCTCACTCGG'l'ATCATGGAGGGTCTCCTTAAACAGCAATA'TCACTACCTGTATCT'TGGGTG
TGT'l'TTTGTTGATTTCTe'l'ATTAGCTATCTGCG'TT'TTTTTACTGACAAAAAATGG'TTGGAC'TA'TTTATACGAAACMAAC'TAAAGA'TAGTTCTCGTTTGCGATAGGCACC
TCAGACCATTGGCTAAT'l'AC'l'GG'l'A'l'AAGCATc:Jl.CAAAGA'l'A'l"I'T'l''l''l''I'GATTA'l'TTA'l'CAACAGGATAATTTAAAGTCTGCTGGTGATAAATTAAAGAAAAGATTTATC
'l'ATCAGAGAGA'I'GCGTTT'1'TTCA'rGGACTATCTCTGTCAACGCTCGAGTTCGATGTCCTGGGGGCACTGATTGCGGGTGAAGATTGTAACCATCTGGCc:Jl.GGGGGCGCCA
TCTTGATATCCGTGCGGTG'1'ATGCCGCAAAGCGACGGGCGGAGP.AGAAAATGGGTGCTGATATCAA'TACGCCGTGCATAA'TAAGCCCTACACAAA'TTGGGAGATATATCA
TGAAAGGCTGGe'l'TTT'l'cTTGT'!'ATCGCAATAGTTGGCGAAGTAATCGCAACATCCQCATTMAATCTAGCGAGGGCT'T'l'ACTAAGCT'!'GCCCCTTCCGCCGTTGTCATA
ATCGGTTATGGCA'l'CGCAT'TTTATTT'!'CTTTC'TCTGGTTCTGl'J\A'l'cCATCCCTGTCGG'TGT'I'GC'l"l'A'TGCAG'TCTGG'TC~AC'TAGGCG'tCGTc

Figura 9: Secuencia nucleotídica obtenida por solapamiento de los segmentos genéticos relacionados con el
entorno del gen blaCTX-M-2.

Leyenda: Int1 aadA1 qacEf. • __ otf3/qacEá1 ATG: codón de iniciación.
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S'-CS Región variable 3'-(5.. ... ~ .. ~

2006 2353
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Figura 10: Esquema (no en escala) propuesto del entorno genético del gen blaCTX-M-2 detectado en la cepa TC-Kpn29. Se indican los

oligonucleótidos utilizados para el mapeo por PCR y el tamaño de los amplicones en pb. En el módulo 5'CS se determinó la

presencia de un integrón tipo 1. En la región variable se determinó la presencia del gen aadA1 que codifica para una

aminoglucósido-adeniltransferasa. El módulo 3'CS contiene los genes qacEA1 y su/1. En la región común se determinó la presencia

del ORF513 (ISCR1) que codifica para una hipotética recombinasa. La región del gen de resistencia contiene el gen de la

cefotaximasa CTX-M-2. La segunda región 3'CS contiene el ORF3 y el gen qacEA.
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Figura 11. Árbol filogenético basado en el alineamiento de las secuencias

aminoacídicas del gen blaCTX-M-2 y secuencias de referencia de los subgrupos

CTX-M.
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7. DISCUSiÓN

En la familia Enterobacteriaceae, la adaptación de los genes blaCTX-M se ha

asociado a determinadas estructuras genéticas, plásmidos y clones bacterianos.

El éxito de estas unidades genéticas y la coexistencia de los genes blaCTX-M con

otros determinantes de resistencia se relacionan directamente con la diseminación

mundial de estas enzimas (Cantón y col, 2012). los plásmidos que median la

producción de BlEE en cepas de K. pneumoniae, usualmente también poseen

otros determinantes, entre ellos, resistencia a los inhibidores de beta-Iactamasas o

a los aminoglucósidos (Kisirgil y col., 2005; Barreto, 2006), En este estudio se

pudo demostrar que la presencia de plásmidos conjugables de 85 kb portaban

genes de resistencia para cealosporinas de amplio espectro, además de otros

marcadores como la resistencia aminoglucósidos. El fenotipo de resistencia a los

aminoglucósidos puede ser atribuido a diferentes determinantes genéticos

ubicados en los plásmidos dentro o fuera del entorno genético de los genes blaCTX­

M. En este estudio se pudo confirmar por secuenciación la presencia de los genes

aadA1 (Kpn29) y aadA5 (cepa Kpn28) en la región variable del integron. Estos

genes aadA1 y aadA5 codifican para aminoglucósido-adeniltransferasas, las que

confieren resistencia estreptomicina y espectinomicina. En este contexto, autores

como Morosini y col. (2006); Cantón y Ruiz-Garbajosa (2011), atribuyen a este

fenómeno de co-resistencia en organismos que producen CTX-M como una de las

razones que podría facilitar el proceso de co-selección en genes blaCTX-M

resultando en una alta incidencia y distribución de los mismos en las poblaciones

bacterianas.

El árbol filogenético construido con la secuencia aminoacidica Mostro una

topología 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 blaCTX-M-2.
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Otra característica que se relaciona directamente con la diseminación de los

genes blaCTX-M en la población bacteriana, es la vinculación directa con secuencias

de inserción particulares que participan tanto en su movilización como en la

promoción de la expresión de dichos genes (Cantón y col, 2012). La secuencia de

inserción ISCR1 anteriormente llamada ORF513, que codifica para una

recombinasa hipotética, ha sido asociada previamente con genes blaCTX-M (Sabate

y coL, 2000 y Cao y coL, 2002), principalmente los del grupo blaCTXM-2 y blacrxM-9

(Cantón y Coque 2006) y suelen encontrarse en integrones clase 1 (Fernández,

2010). En este estudio se determinó la presencia del gen blaCTX-M-2 en la cepa

Kpn29 asociado con la secuencia de inserción ISCR1, a su vez este elemento fue

ubicado en un integrón compuesto tipo 1 derivado de In6/1n7. En la región de 499

pb aguas arriba del gen blaCTX-M-2, de los cuales 264 pb mostraron una identidad

de 97% con la región aguas arriba de KluA-1 (Beta-Iactamasa cromosomal de

Kluyvera ascorbata gb AJ272538), mientras que los pares de bases restante

mostraron una identidad del 100% con la región común de integrones In6 e In7.

Similares resultados fueron reportados por Arduino y col., (2002) en Argentina,

quienes describieron los genes blaCTX-M-2 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 análisis de la estructura organizativa del integrón compuesto clase 1 para la

Kpn29, permitió identificar tres módulos conservados. En el módulo 5'CS se

encuentra una integrasa de clase 1 (lnt/1); el módulo 3'CS contiene los genes

qacEA1 y su/1 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 conformación de esta estructura es similar a la

propuesta para los genes blaCTX-M-2 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 aquí

reportados, nos hacen suponer que la similitud del entorno genético y la identidad

encontrada entre las secuencias estudiadas están estrechamente relacionadas.

Por tanto, es posible que estas estructuras tengan un origen común cuya

distribución geográfica y diseminación es particular para Suramérica.

Por otro lado, los genes blaCTX-M-1 están más frecuentemente asociados con la

secuencia de inserción ISEcp1 (Sou 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-M-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 detectó asociado a ISCR1, con la diferencia de

que estas estructuras no se relacionaron con un integrón de clase 1. Es probable

que estos resultados indiquen que la asociación ISCR1-blacTxM-1 esté sustentada

sobre la estructura de otra clase de integrón poco convencional, por lo que esta

plataforma genética novedosa requerirá de una caracterización profunda en

estudios futuros.

Adicionalmente, en este estudio se determinaron la presencia de otros elementos

que pueden estar involucrados en la movilización y diseminación de genes blaCTX­

M, tales como IS26 descrito "aguas arriba" de blaCTXM-1 (Saladin, 2002) e IS903

reportado "aguas abajo" de los genes blaCTXM-14, blaCTXM-17 y blaCTXM-19

(Chanawong y coL, 2002; Poirel y coL, 2003 y Cao y coL, 2002). los resultados

obtenidos demostraron la presencia de secuencias de inserción IS26 en las cepas

estudiadas (Kpn28 y Kpn29), pero sin evidencia de asociación con los genes

blaCTX-M, estos resultados ponen de manifiesto que dicha secuencia se encuentra

fuera del entorno genético de ambos genes blaCTX-M-1 y blaCTX-M-2, pero no se

descarta que ellS26 esté relacionado con otro tipo de beta-lactamasa o genes de

resistencia que pudieran estar en el mismo plásmido. A diferencia de IS26, la
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secuencia de inserción 18903 fue determinada en las cepas salvajes o donadoras

pero no en los transconjugantes. Esto indica que dicha secuencia no está

asociada a la plataforma genética descrita en este estudio. 8in embargo, es

posible que 18903 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

Autónomo Hospital Universitario de Los Andes (IAHULA), con características

fenotípicas indiferenciables, poseen un contexto genético diferente en relación a

los genes que codifican las BLEE CTX-M-1 y CTX-M-2. 8in embargo, presentan

elementos genéticos comunes como el 18CR1, responsables de la diseminación,

circulación y reordenamiento de los genes blaCTX.M-1 y blaCTX-M-2 en la población

bacteriana estudiada.
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8. CONCLUSIONES

1. El entorno genético propuesto para los aislados portadores de genes blaCTX­

M-2 es similar a la estructura de un integrón compuesto clase 1 derivados de

In6/1n7.

2. La secuencia de inserción ISCR1 fue detectada en los entornos genéticos

de blaCTXM-1 y de blaCTX-M-2.

3. La región variable mostró la presencia del gen aadA1 para la cepa Kpn29,

mientras que la cepa Kpn28 alberga en esa misma región el gen aadA5.

4. La secuencia de inserción 1826 fue encontrada en las cepas salvajes de los

aislados estudiados, así como en sus transconjugantes pero no relacionada

directamente con la movilización o expresión de los genes blaCTX-M.

5. Este estudio representa la primera descripción de la estructura molecular

por mapeo físico de la secuenciación de los elementos genéticos que

conforman el entorno del gen blaCTX-M-2 y la propuesta preliminar para el

ambiente genético de blaCTX-M-1 en Venezuela.
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9. RECOMENDACIONES

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

blaCTX-M-1.

2. Ampliar la caracterización del entorno genético de las BlEEs tipo CTX-M en

poblaciones bacterianas de interés epidemiológico que circulan en ambientes

intrahospitalarios y/o de la comunidad.
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