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Resumen

Introduccion y objetivo. Klebsiella pneurmoniae se encuentra entre
los patogenos considerados de prioridad critica por la OMS. Durante
las dltimas tres décadas se ha incrementado el numero de
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infecciones causadas por esta especie y han aparecido cepas
resistentes a multiples antibidticos, lo que representa un importante
problema clinico tanto a nivel hospitalario como comunitario.
Debido a esta situacidon, el desarrollo de vacunas presenta un
importante potencial para prevenir las infecciones causadas por este
microorganismoy reducir la mortalidad y morbilidad asociadas a sus
infecciones.

El objetivo de este estudio fue construir vacunas de ADN que
expresan diferentes proteinas de K pneumoniae en células
eucariotas y evaluar su inmunogenicidad /n vivo.

Material y métodos. Se realiz6 una busqueda bibliografica, analisis y
seleccion de proteinas candidatas a antigenos vacunales frente a K.
pneumoniae. Las proteinas seleccionadas fueron analizadas
bioinformaticamente para determinar la similitud de secuencia
entre Klebsiella sp., y predecir los epitopos reconocidos por
linfocitos B y T mediante las plataformas Vaxijen 2.0 y ABCpred. La
secuencia de estos antigenos fue adaptada para su expresién en
células humanasy se fusionaron a elementos inmunoestimuladores.
Los antigenos candidatos seleccionados se clonaron de forma
independiente en la plataforma de ADN pVAX1 (Thermo Fisher
Scientific). La expresién /n vitro de antigenos se comprobd mediante
transfecciéon de células eucariotas HEK-293T y Western Blot. Los
candidatos vacunales resultantes, asi como sus controles negativos,
correspondientes al plasmido sin secuencia antigénica, se
inyectaron a ratones por via intramuscular y se midieron los niveles
de IgM, IgG total y subtipos de 1gG (IgG1, 1gG2a, IgG3) mediante
ELISA. La tasa de supervivencia se estableci6 en un modelo de
ratones con sepsis por K. pneumoniae.

Resultados. Se identificaron un total de 34 posibles proteinas
candidatas, de las cuales 8 se ajustaron a los criterios de seleccion
para ser buenos antigenos. Estos candidatos se clasificaron en 4
categorias: 1) porinas especificas (n=2), 2) sideroforos (n=3), 3)
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proteinas de membrana externa (n=2), y 4) fimbrias (n=1). Se detecto
la expresion de dos antigenos (porinas y fimbrias) en la fraccién
celular y en el sobrenadante de células HEK-293T. Los niveles de
anticuerpos obtenidos fueron mas altos para la vacuna basada en
porinas que para la vacuna de subunidad fimbral. Los anticuerpos
de IgG generados por ambas vacunas incluyeron 1gG1, 1gG2a, 1gG2b
e 1gG3. Los ratones inmunizados exhibieron un predominio de 1gG1
sobre 1gG2a, lo que indica una respuesta principalmente de tipo
humoral. Sin embargo, la mejor tasa de supervivencia se logrd para
la vacuna basada en fimbrias.

Conclusion. Este es el primer estudio que establece Ia
inmunogenicidad de una vacuna de ADN basada en subunidades
fimbriales contra infecciones por K. pneumoniae. Ademas, se
observd que los niveles altos de inmunoglobulina no
necesariamente se correlacionan con una mayor tasa de
supervivencia después de la infeccion. El candidato vacunal
desarrollado representa una estrategia prometedora para su
aplicacion profilactica frente infecciones causadas por K
pneumoniae.

Palabras clave: Klebsiella pneumoniae; resistencia a antibioticos;
vacunas de ADN; inmunogenicidad; subunidades fimbriales.
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