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1.- RESUMEN.

K. pneumoniae pertenece al grupo bacteriano ESKAPE, portando resistencia a b-
lactdmicos, aminoglucésidos, carbapenémicos y fluoroquinolonas. K. pneumoniae ha
adquirido mecanismos de resistencia a aminoglucosidos mediada por plasmidos, como
enzimas modificadoras de aminoglucosidos, o genes de la familia armA, que metilan la
region 16SrRNA y los determinantes de resistencia a quinolonas como losgnry a a ¢ ¢l6
Cr.

En este estudio se determiné la presencia de genes de resistencia a aminoglucésidos y
guinolonas, asi como los entornos genéticos de los genes g nr dlacc, g (8))ll vy
a a c (llBeh cepas de Klebsiella sp. Se amplifico por PCR el genotipo de resistencia a
aminoglucdsidos y quinolonas en 65 cepas provenientes de instituciones de Salud Publica
en México, identificando los genes mediados por plasmidos: a a c¢ ¢l &ag(3)-1l, gnrB y
gnrA. Se analizaron in silico los plasmidos y entornos genéticos que rodean a los genes
a a c (B @aac(3)-Il, y los determinantes de resisitencia a quinolonas mediados por
plasmidos: qnrB y a a c (lBcé Para lo cual se utilizaron secuencias obtenidas de la base
de datos ENA (SAMN10639440, SAMN10639726, SAMN10639736 y SAMN10639737); del
NCBI (EF219134, MT560062) y otras 2 secuencias de K. pneumoniae con determinantes
de resistencia a quinolonas, adicionalmente se analizaron lo probables promotores de los
genes qnrB. Las secuencias de los plasmidos fueron seleccionadas por contar con su
secuencia completa y circularizada.

El 80.95% (51/63) de las cepas resistentes a aminoglucosidos fueron positivas a la
presencia de a a c (ll6 Br) el caso del gen aac(3)-1l, el 74. 6% (47/63 cepas) fueron
positivas. En el 90.9% (50/55 cepas) se encontrd el gen gnrB.

En los analisis in silico de las secuencias de los genomas de Kpn33, Kpn125, CM155 y
pJIE137, los genes gnrB4 y gnrB2, fueron encontrados en Integrones Clase 1 Complejos,
mientras que en Kpn47 y pRIVM_C014906 2 el gen gnrB1l estaba rodeado de IS y
transposones. En los analisis de a a c (6 &ar(3)-1l y a a ¢ (l6ed también se observan
entornos con IS y Tn. En los entornos se encontraron otros genes de resistencia a
aminoglucésidos, betalactamicos, trimetroprim o tetraciclina. En el analisis de plasmidos
observamos que los genes gnrB se detectaron en plasmidos de grupos de incompatibilidad
diversos, como IncR, IncC, IncL/M, IncHI1B-like o IncF, siendo este ultimo el reportado con
mayor frecuencia. En su mayoria se trata de plasmidos con un tamafio >100000 pb, aunque
la variante gnrB19 se ha aislado de un plasmido de sélo 2750 pb. Al determinar los posibles
promotores de los genes gnrB4, gnrB2 y gnrB1, encontramos que en el caso de gnrB4 no
se logré identificar un promotor cercano al gen, pero se observé una prevalencia del gen
pspF codificado en el mismo sentido y posicionado a escasa distancia, por lo que el
promotor de este gen podria estar influyendo en la expresion de gnrB4. Para gnrB1 y gqnrB2
se encontraron los posibles promotores junto al regulador transcripcional LexA. En este
estudio se mostro la presencia de cepas de K. pneumoniae resistentes a aminoglucésidos
y/o quinolonas portando los genes a a ¢ (l§ @gc(3)-1l y gnr. El analisis mostrd la
participacion de transposones, secuencias de insercién e integrones Clase 1 Complejos en
la diseminacion de estos genes. Se encontraron los posibles promotores de genes qnr,
intuyendo la posible influencia del promotor de pspF en la expresion de gnrB4.

Palabras Clave: Klebsiella pneumoniae, genes de resistencia a quinolonas,

aminoglucosidos.



2.- INTRODUCCION
Resistencia a los antibioticos.

El desarrollo de una gran diversidad de moléculas con actividad antimicrobiana
inici6 desde el descubrimiento de la penicilina en 1928, por Alexander Fleming
(Vanegas-Munera y Jiménez-Quiceno, 2020). No obstante, tan solo tres afos
después de la comercializacion de la Penicilina G, se describieron los primeros

casos fallidos de tratamientos utilizando este farmaco (Farifia, 2016).

La resistencia a antimicrobianos es un problema relevante de salud publica,
reconocido por agencias independientes, gobiernos y organizaciones mundiales,
como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién de las Naciones
Unidas (ONU) (Gil-Gil et al., 2019). El fenbmeno de resistencia a los antibiéticos
naturalmente es un proceso evolutivo en los microorganismos; sin embargo, este
proceso se ha acelerado a través de la presion selectiva que provoca el uso
desmedido de estos agentes, asi como la mala praxis para mantener la salud
humana o animal (OMS, 2021). También, hay que considerar la importancia que
tienen factores que promueven la diseminacion de bacterias que poseen genes de
resistencia, como programas de control de infecciones insuficientes, contaminacion
ambiental o movilizacién geografica de personas o animales infectados (McEwen y
Collignon, 2018).

En los ultimos 70 afios, la presidn selectiva ha contribuido a la diversificacion de los
genes que codifican para factores de resistencia, hecho que se puede observar en
el numero actual de variantes de la b-lactamasa blatem, que antes de la introduccion
en la clinica de las cefalosporinas de tercera generacion, sélo reportaba 2 variantes
(TEM-1 y TEM-2), pero en afios recientes, el numero de dichas variantes ascendio
a mas de 187 (Alos, 2014).

Algunos de los mecanismos de resistencia que poseen las bacterias son: bombas
de eflujo para la expulsion de los antibi6ticos que entran a la célula, degradacion
enzimatica de las moléculas antibidticas, nuevas vias metabdlicas, modificacion de

los blancos farmacolégicos o cambios en la permeabilidad de la membrana (Ferri et
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al., 2017). La resistencia a antibi6ticos en las bacterias puede categorizarse como
intrinseca, al ser un proceso natural que ocurre independientemente de la
exposicién del microorganismo a los antibiéticos y en el que se pueden encontrar
los determinantes de este fenbmeno dentro del genoma de un grupo o especie
bacteriano, (siendo tipicamente mediado por cromosoma); o extrinseca, por la
transferencia de material genético con determinantes de resistencia, siendo este el
tipo que mas preocupacién clinica causa al propiciar la conversion a cepas
resistentes a aquellas que anteriormente eran susceptibles (Morrison y Zembower,
2020). Determinantes de resistencia pueden ser transferidos de una bacteria a otra
por medio de mecanismos de transferencia horizontal, como transformacion,
conjugacion por medio de plasmidos, que pueden ser diseminados rapidamente
entre las comunidades bacterianas, o por medio de transduccion, proceso
involucrado en la diseminacion de bacteriofagos. No podemos olvidar la
participacion de los elementos genéticos mdviles o movilizables (EGM) como
plasmidos, islas gendémicas, secuencias de insercion, transposones, integrones o
elementos minuatura transponibles de repeticidn invertida (MITE, por sus siglas en

inglés) (Ferri et al., 2017; Morrison y Zembower, 2020).

Los plasmidos que portan genes de resistencia o virulencia, ofrecen una ventaja a
su portador, siendo capaces de evolucionar en el genoma de las bacterias como
una parte integral (Carattoli, 2013). Los plasmidos juegan un papel importante en la
evolucion de la resistencia a antibiéticos bacteriana, diseminando genes de
resistencia entre los patégenos de mayor preocupaciéon clinica. Los plasmidos
conjugativos, son los vehiculos de mayor relevancia en la propagacion de
determinantes de resistencia a antibioticos en bacterias pertenecientes a la familia

Enterobacteriaceae o a la familia Enteroccocaceae (San Millan, 2018).

La resistencia a los antimicrobianos ha sido reportada en todas las partes del mundo
(OMS,2015). Tan solo en Estados Unidos de América (EUA), alrededor de 2.8
millones de personas anualmente, adquieren infecciones causadas por agentes
drogo-resistentes, resultando en aproximadamente 35,000 muertes (Morrison vy

Zembower, 2020). El Sistema de Vigilancia de Uso y Resistencia Global a los
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Antimicrobianos (GLASS, por sus siglas en inglés) reporta que la resistencia a
antimicrobianos es un problema en aumento, especialmente en paises con bajos o
medianos ingresos, impactando significantemente en los niveles de morbilidad y
mortalidad (OMS,2021). Sino se controla el problema que representa la resistencia
a los antibioticos, se prevé que para el aflo 2050, alcanzaremos una etapa
denominada por | a OMS como #@eamesarpgeocertaa nt i bi
con los més de 200 antibidticos desarrollados hasta el momento, ninguno supondra
una opcion terapéutica efectiva, ocasionando mas de 10 millones de muertes
alrededor del mundo, un valor de mortandad incluso mayor que el que representan
las enfermedades cronicas y el cancer (Vanegas-Munera y Jiménez-Quiceno,
2020).

En 2015, la OMS inform6 a través del andlisis que realiz6 para determinar la
situacién de respuesta en los paises del mundo hacia la problemética de la
resistencia a antibibticos, que en la region de las Américas (conformada por 35
naciones, de las que la mayoria se encuentran en vias de desarrollo), solo 26 paises
contaron con informacion recabada sobre su situacion ante esta problematica, y de
estos, apenas tres reportaron tener un plan de accion nacional (OMS,2015). En este
mismo afo, se establecié un plan de accion mundial para combatir la resistencia a
antibioticos durante la Asamblea Mundial de la Salud, con la intencién de que se
implementaran 5 objetivos estratégicos: 1) mejorar la concienciacion y la
comprensién con respecto a la resistencia a los antimicrobianos; 2) reforzar los
conocimientos a través de la vigilancia y la investigacion; 3) reducir la incidencia de
las infecciones; 4) utilizar de forma Optima los agentes antimicrobianos; y 5)
asegurar una inversion sostenible para combatir la resistencia a los antimicrobianos
(OMS, 2016).

La OMS catalog6 un grupo de patdégenos de importancia clinica a los que se les
debe dar prioridad para el desarrollo de nuevas moléculas con actividad
antimicrobiana. En las categorias encontramos patdgenos de prioridad critica
(Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Enterobacterias), prioridad

alta (Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium, Camyilobacter sp.,
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Helicobacter pylori, Neisseria gonhorreae, Dalmonella sp.) y prioridad media
(Streptococcus pneumoniae, Shigella sp., Haemophilus influenzae) (OMS,2020).
Por esto, el estudio de los determinantes de resistencia presentes en los diferentes
grupos bacterianos es de suma importancia, para encontrar un enfoque eficaz y

eficiente contra esta problematica.
Infecciones Asociadas a la atencion de la salud.

Una Infeccién Asociada a la Atencién de la Salud (IAAS) se define como fAuna
infeccion cursada por un paciente durante el proceso de cuidado en un hospital u

otro centro de atencion de salud que no se encontraba presente o incubandose al

momento de la admision. Esto incluye infecciones adquiridas en el hospital que

aparecen después del alta y también las infecciones ocupacionales entre el personal

de | a instituci-no. Este t ®r mi no actual men
i nfecciones finosocomi al es oLaslAABBom sl esultadol ar i as 0
de secuencias de interacciones y condiciones especiales que permiten que un

agente infeccioso ingrese y afecte a un hospedero susceptible (OMS y OPS, 2017).

Las IAAS actualmente representan un problema de salud publica mundial, y tienen
un gran impacto social y econémico, pues se ha observado que prolongan las
estancias hospitalarias entre 5.9 - 9.6 dias, aumentando la probabilidad de muerte
en los pacientes hasta un 6.9% (Rodriguez-Salgado, 2018). Se considera que las
IAAS son mas frecuentemente adquiridas en pacientes con enfermedad critica
admitidos en la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI), y se estima que, por cada 100
pacientes, 7 contraen este tipo de infecciones en paises desarrollados, mientras
que en paises en vias de desarrollo el nimero asciende a entre 10 i 15 (OMS,
2011).

En México, se calcula que, de cada 100 mil habitantes en el pais, 32 muertes son
causadas por IAAS, teniendo un promedio de 450 mil casos. De igual forma, la
prevalencia de estas infecciones alcanza el 21% de los casos de hospitalizacion, o
mas de 23% cuando se trata de pacientes en la UCI; cifras que duplican o triplican

los estandares internacionales (Rodriguez-Salgado, 2018).
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Mas del 16% de las IAAS son causadas por microorganismos multidrogoresistentes.
La prevalencia de las Enterobacterias resistentes a carbapenémicos aumenté entre
3.5y 4.2% en contraste con aquellas susceptibles, disminuyendo la cantidad de
tratamientos efectivos disponibles, contribuyendo al aumento de las tasas de
mortalidad y morbilidad. Se ha observado que en los pacientes con infecciones por
K. pneumoniae resistente a carbapenémicos, las probabilidades de muerte es 4.5

veces mas que aquellos con infecciones de cepas susceptibles (Hsu, 2014).

3. ANTECEDENTES.

Antecedentes generales.

El género Klebsiella.

El género Klebsiella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta conformado
por bacterias en forma de bacilos, no moviles, encapsuladas, Gram-negativas, y
anaerobias facultativas. Son ubicuas de la naturaleza, encontrdndose desde el
suelo, a la superficie del agua y en plantas, y también pueden colonizar las
superficies de las cavidades de mamiferos como los humanos (Podschun et al.,
1998).

A lo largo de los afios las especies que conforman el género han variado. Algunas
han sido excluidas y otras nuevas han sido integradas. La clasificacion actual se ha
hecho a través de andlisis filogenéticos utilizando técnicas de secuenciacion masiva
de genomas o filogenias de genes house keeping, como el gen rpoB. Hasta el

momento se han descrito las siguientes especies:

1 Klebsiella pneumoniae, que posee tres subespecies:
A K. pneumoniae subsp. pneumoniae
A K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis

A K. pneumoniae subsp. ozaenae
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Klebsiella oxytoca (Brisse et al., 2001).
Klebsiella michiganensis

Klebsiella africanensis (Rodrigues et al., 2019)

A =4 A =

Klebsiella quasipneumoniae, con 2 subespecies
A K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae
A K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Martinez-Romero et
al., 2018)
1 Klebsiella variicola, incluyendo 2 subespecies:
A K. variicola subsp. tropicalensis
A K. variicola subsp. variicola (Rodrigues et al., 2019; Brisse et al.,
2014).
Todas las bacterias pertenecientes a este género son consideradas patéogenos
oportunistas asociadas principalmente a infecciones adquiridas en hospitales, como
son la sepsis, neumonia o las infecciones de tracto urinario (Brisse et al., 2001). Sin
embargo, es K. pneumoniae la especie mayormente aislada causando infecciones
en humanos y otros hospederos; aunque, actualmente, K. oxytoca, también esta
siendo aislada con alta frecuencia causando infecciones en humanos (Merla et al.;
2019).

Generalidades de K. pneumoniae.

Esta bacteria, en humanos, se puede hallar como saprofito en la nasofaringe y es
causante de enfermedades como neumonia, infecciones sanguineas, meningitis,
absceso piogénico hepatico e infecciones de tracto urinario, siendo este el lugar
mas comun de infeccién. En medio a base de agar presenta un fenotipo mucoide
debido a su capsula de polisacéarido, es fermentadora de lactosa y utiliza la urea
como fuente de nitrégeno dentro de su hospedero (Martin et al., 2018; Li et al., 2014;
Podschun et. al, 1998).

Actualmente se han descrito dos tipos de K. pneumoniae: hipervirulenta y clasica
(Figura 1). La K. pneumoniae hipervirulenta se considera un problema de salud

emergente, es transportada en el tracto gastrointestinal de las personas lo que
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permite su facil diseminaciéon, y se ha asociado a infecciones adquiridas por la
comunidad aun en pacientes aparentemente saludables. Fue descrita por primera
vez en Taiwan, es causante de absceso hepético piogénico y se caracteriza por
desarrollar metastasis a sitios distales del primer lugar de infeccidn, como el sistema
nervioso y los ojos (Catalan-Ngjera et al., 2017; Choby et al., 2019).

Las variantes hipervirulentas de la bacteria pueden presentar un fenotipo de

hipermucosidad, que a comparacion con el fenotipo mucoide natural de K.

pneumoniae,en medi o0s enriquecidos presentan una

Esta prueba se basa en cultivar a la bacteria en un medio rico (agar sangre),
posteriormente, al extender verticalmente una colonia haciendo un bucle, si muestra
un hilo con una longitud O 5 mm se
hipermucosidad. Existen casos de cepas hipervirulentas sin fenotipo de
hipermucosidad, por lo que no existe prueba rapida para deteccion de las variantes,
solo se detectan por analisis de otros factores de virulencia presentes en su genoma
(Catalan-N4jera et al., 2017; Lee et al., 2017).

Inicialmente las infecciones causadas por las variantes hipervirulentas eran
susceptibles a casi todos los antibiéticos; excepto ampicilina ya que K. pneumoniae
tiene resistencia intrinseca a este antibiotico por el gen blasnv, pero recientemente
se han reportado casos con cepas multidrogo-resistentes por la diseminacién de
genes movilizables (Choby et al., 2019).

consi
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Fimbria tipo 3
Sideroforos:

Enterobactina # Fe3*+
Yersiniabactina @ Fe3*

Capsula (K1-K78) Fimbria tipo 1
- LPS

Kp clasica
Kp hipervirulenta”

Sideroforos: AVAR LPS
Enterobactina # Fe3* :
Yersiniabactina # Fe3* Hzﬁﬁr&éﬁzgla Fimbria tipo 1
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Aerobactina ® Fe3+ «—

Figura 1. Factores de virulencia. Parte superior: K. pneumoniae clasica. Parte
inferior: variante hipervirulenta. Imagen modificada de Paczosa y Mecsas,
2016.

Factores de virulencia de K. pneumoniae.

0 Cépsula.

La capsula esta formada de exopolisacéaridos y le confiere resistencia a la bacteria
contra la fagocitosis por células del sistema inmune del hospedero, evita la accion
en la membrana de péptidos antimicrobianos, evita la accion bactericida del
complemento, asi como la opsonizacion por anticuerpos inhibiendo la activacion de
la respuesta inmune innata (Catalan-Ndjera et al., 2017; Piperaki et al, 2017).

K. pneumoniae puede ser serotipificada por estructuras presentes en su capsula
como el antigeno-K. Se han clasificado en 78 serotipos siendo K1, K2, K5, K20, K54
y K57 los serotipos mas frecuentes y patogénicos. El serotipo K1 es mas prevalente
en regiones asiaticas mientras que el K2 se encuentra mas en Ameérica y Europa.
(Kaur et al., 2018; Catalan-N4jera et al., 2017; Wick et al., 2018).

0 Producciéon de Ho.

K. pneumoniae produce H:a través de procesos fermentativos para evitar el

ataque de especies reactivas de oxigeno y especies reactivas de nitrégeno
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producidos por las células de la respuesta inmune, como los neutroéfilos, evitando
asi el estrés oxidativo y la pérdida de los demas factores de virulencia por la ruptura

en la membrana que causan estas moléculas (Kaur et al., 2018).

0 Adquisicion de hierro.

El hierro es un elemento necesario para el crecimiento y desarrollo de las bacterias,
en K. pneumoniae se han encontrado distintos mecanismos por los que puede
adquirir hierro del ambiente o su hospedero, esto a través de transportadores ABC,
el transportador Feo y la secrecion de sideroforos para secuestrar y quelar hierro de
la hemoglobina o lactoferrina (Martin et al., 2018; Li et al., 2014; Kaur et al., 2018).
La enterobactina es un sideroforo tipo catecolato que es codificado por K.
pneumoniae desde su genoma core; sin embargo, los hospederos desarrollaron un
sistema de defensa secretando lipocalina 2, un secuestrador de la enterobactina
(Martin et al., 2018; Li et al., 2014). La bacteria es capaz de secretar otros
sideréforos por su genoma accesorio como Yyersiniabactina, aerobactina o

salmoquelina (Lee et al., 2017; Li et al., 2014).

0 Lipopolisacéaridos.

Son endotoxinas capaces de proteger a la bacteria contra la respuesta humoral del
hospedero. Se clasifican en 12 serotipos mediante el antigeno-O (Kaur et al., 2018).

0 Adhesinas.
La presencia de fimbrias tipo 1y 3, asi como KPF-28 y el antigeno no-fimbrial CF-
29K, le permiten adherirse a las mucosas del hospedero e incluso le confieren la
capacidad de formar biopeliculas. La fimbria tipo Kpc se encuentra en cepas con
fenotipo hipermucoide y también se ha asociado a la formacion de biofilms (Kaur et
al., 2018; Alcantar-Curiel et al., 2013).

0 Plasmido pLVPK e isla de patogenicidad KPHP1208.
El plasmido pLVPK se ha encontrado en cepas hipervirulentas de K. pneumoniae,

porta genes que codifican para factores de virulencia como la aerobactina,
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salmoquelina y el gen rpmA. También, por secuenciacion, se ha encontrado la isla
de patogenicidad KPHP1208 (208 kb), que contiene genes que codifican para

yerseniabactina, colibactina y microcina E492 (Lee et al., 2017).

Generalidades de Klebsiella oxytoca.

Anteriormente conocida como Bacterium oxytocum, representa la segunda especie
mas comun del género Klebsiella causante de enfermedades en humanos. Porta en
su cr omosoma e Hactgneasa blpcayrq@e lelcanfiefe resistencia a amino
y carboxipenicilinas. Se han reportado 8 variantes del gen blaoxy y esto ha permitido
la clasificacion de otras especies del género Klebsiella por filogrupos: Kox1, Kox2,
Kox3, Kox4, Kox6, Kox7 y Kox8 (Merla et al., 2019; Singh et al., 2016).

Klebsiella oxytoca es considerada parte de la microbiota intestinal, siendo portada
por alrededor del 9% de los individuos sanos. Puede ser adquirida en la comunidad,
pero recientemente ha ganado significancia al ser aislada de pacientes
inmunocomprometidos en las Unidades de Cuidados Intensivos dentro de los
hospitales. Los lugares de los que mas comunmente es aislada son en sangre y en
secreciones respiratorias. Es un importante patdgeno causante de neumonias, pero
también se describe su importancia como agente causante de colitis hemorragica

asociada a antimicrobianos por las variantes citotoxigénicas (Cheng et al., 2012).

Infecciones por Klebsiella spp.

En Estados Unidos de Ameérica, las infecciones causadas por las especies del
género Klebsiella son la tercera causa mas frecuente de infecciones adquiridas
dentro de los hospitales, solo detras de Clostridium difficile y Staphylococcus aureus
(Martin et al., 2018).

Las infecciones mas frecuentes causadas por Klebsiella spp. en hospitales estan
asociadas a contaminaciones del equipo médico, desechos con sangre, el tracto
gastrointestinal de los pacientes y las manos del personal (Podschun et al., 1998) e
incluso se ha demostrado que 5 - 38% de la poblacién es portadora asintomatica
(Broberg et al., 2014).
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La alta tasa de infecciones por K. pneumoniae dentro de hospitales representan del

75 al 86% del total de infecciones adquiridas por el género (Broberg et al., 2014).

En México, de acuerdo con el informe anual de 2015 liberado por la Red Hospitalaria
de Vigilancia Epidemiolégica (RHOVE), K. pneumoniae se encuentra entre los
patdgenos mas comunes en causar IAAS, ocupando el tercer lugar con un 9.5% de
ocurrencia, tan solo después de E. coli con 18.8% y Pseudomonas aeruginosa con
12.4%. Sin embargo, se encuentra como la segunda causa mas frecuente de brotes
de IAAS, con un 15.6% de incidencia, sélo detras de Acinetobacter baumanii con un
16.4% (RHOVE, 2016).

De igual forma, en el mismo informe K. pneumoniae es reportada como la segunda
bacteria mas comun identificada en las Unidades de Terapia Intensiva Pediatrica y

la primera en las Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (RHOVE, 2016).

Por su parte, Klebsiella oxytoca se coloc6 como el agente etiolégico niumero 17
causante de IAAS, en México, aislada como agente causal de infecciones como
neumonias, bacteriemia, ITU, infeccion de sitio quirdrgico e infeccién de tejidos
blandos (RHOVE, 2016).

Resistencia a antibioticos reportada en Klebsiella spp.

Klebsiella pneumoniae pertenece al grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa vy
Enterobacter spp) y representa un tercio de las infecciones asociadas al cuidado de
la salud causadas por Gram-negativos, portando resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion, aminoglucdsidos, carbapenémicos y fluoroquinolonas (Kaur et
al., 2018). Presenta genes de resistencia en su genoma intrinsecos, es decir,
cromosomales, que le confieren resistencia a betalactamicos, por ejemplo, a
ampicilina, conocidos como blasnv (Martin et al., 2018; Wyres et al., 2018).

En 2016, se reportd un caso en Nevada, EUA, en el que un paciente murié por un
choque séptico causado por una K. pneumoniae pandrogo-resistente que no fue
susceptible a los 27 antibiéticos disponibles (Calfee, 2017). La diseminacion global

de cepas de K. pneumoniae r e s i s t e {att@mscos ale amplio espectro y a
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carbapenémicos ha hecho que se considere como un problema de salud publica
(Wick et al., 2018).

K. oxytoca presenta resistencia a antibidticos por diversos mecanismos. En esta
bacteriase ha descrit o Haatanpasas dkespactroextendide, ArbpC
lactamasas, la carbapenemasa KPC y enzimas modificadoras de aminoglucésidos
(EMA) (Singh et al., 2016).

Tratamiento con fluoroquinolonas o aminoglucésidos para infecciones

causadas por Klebsiella spp.

Actualmente, el tratamiento de infecciones causadas por Enterobacterias debe
basarse en pruebas de sensibilidad a antibioticos in vitro y a la experiencia clinica.
Para infecciones causadas por K. pneumoniae se recomienda como tratamiento la
utilizacion de cefalosporinas y fluoroquinolonas (Murray et al., 2013). Sin embargo,
como tratamiento empirico se recomiendan diversas clases de antibioticos

especificos para infecciones dependiendo del sitio anatémico.

Se recomienda utilizar fluoroquinolonas para tratar infecciones como ITUs no
complicadas, ITUs complicadas y pielonefritis, pneumonias asociadas a la atencién
de la salud, pacientes en cuidados intensivos (asociado a otros antibiéticos como
betalactamicos), pneumonias adquiridas en la comunidad, pneumonias adquiridas
por ventilador, pneumonias adquiridas en hospitales, infecciones intraabdominales
de bajo riesgo, o infecciones de la piel y tejidos blandos (en combinacién con una

penicilina de amplio espectro o cefalosporina) (Cerceo et al., 2016).

Los aminoglucésidos se recomiendan como tratamiento de ITUs complicadas y
pielonefritis, pneumonias adquiridas por ventilador, pneumonias asociadas a la
atencion de la salud, pneumonias adquiridas en hospitales (estas ultimas 3 en
asociacion con un antipseudomonal si son infecciones crénicas y con riesgo de
MDR), o infecciones de sistema sanguineo asociadas a una linea central (Cerceo
et al., 2016).
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Resistencia a quinolonas por Klebsiella sp.

Las quinolonas son moléculas con efecto bactericida que se derivan del anillo 4-
quinolona, fueron reportados por primera vez en 1962 con el descubrimiento del
acido nalidixico. Se pueden sintetizar de forma no fluorada (primera generacion) o
fluorada (segunda, tercera y cuarta generacion). Su mecanismo de accién es
inhibiendo la actividad de la topoisomerasa Il (ADN girasa) y/o la topoisomerasa 1V,
afectando tanto a Gram-negativos como positivos (Velazquez et al., 2008).

Existen 3 mecanismos comunes para que las bacterias desarrollen resistencia a
este grupo de antibidticos: mutaciones cromosomales en la ADN girasa (en las
subunidades gyrA y gyrB) y la topoisomerasa IV (en las subunidades parC y parE),
sobreexpresion de bombas de eflujo (gepA, OgxA, acrAB y kdeA) y plasmidos que
contienen genes de resistencia, como son los genes gnr (Izadi et al., 2017; Navon-
Venezia et al., 2017; Briales et al., 2012) y el gen acc-( 6-1b-¢r que es el Unico gen
descrito hasta ahora que codifica para una proteina que modifica estructuralmente
a las quinolonas, primeramente, fue descrito en plasmidos, pero recientemente se

han comenzado a encontrar en el cromosoma (Navon-Venezia et al., 2017).

Genes qgnr.

Los genes gnr codifican para una proteina de 218 aminoacidos de la familia
pentapeptide repeat que se unen a la topoisomerasa Il y la ADN girasa, evitando
gue las quinolonas tengan efecto. Se han reportado aproximadamente 5 tipos de
estos genes (gnrA, gnrB, gnrS, gnrC, gnrD) y cada uno cuenta con variantes
alélicas. (Silva-Sanchez et al., 2013). Los genes movilizables gnrA y gnrB fueron
encontrados primeramente en cepas de K. pneumoniae y ahora estan dispersos
entre la familia Enterobacteriaceae (Wyres et al., 2018). Estos genes codifican para
proteinas que protegen fisicamente a los blancos farmacologicos. El primer gen gnr
fue descrito en un plasmido de K. pneumoniae en los EUA en 1998 (Martinez-
Martinez et al., 1998).

Por otro lado, la funcion especifica de las proteinas codificadas por genes gnr, no
ha sido delucidada por completo; sin embargo, se les ha atribuido una funcion del

tipo antitoxina. Esto al observar la posible analogia que tienen con la proteina McbG
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(también perteneciente a la familia de pentapéptidos repetidos), cuya funcion es la
de proteger a una célula bacteriana de los efectos de la toxina MccB17 (Strahilevitz
et al., 2009).

De acuerdo con un estudio de Izadi et al., en 2017, en cepas aisladas de K.
pneumoniae la prevalencia de los genes gnr es bastante alta, tanto en cepas
portadoras de BLEES, como no portadoras, asociando esto a la presencia de ambos

tipos de resistencias en el mismo plasmido, siendo el mas comun el gen gnrB.

Gen acc-( 6-ld-pr

En el afio 2005, se reporta la primera y, hasta el momento, Unica enzima con la
capacidad de modificar la estructura del ciprofloxacino, una quinolona con una
cadena radical del tipo piperazinil. Esta enzima fue descubierta mientras se
estudiaban plasmidos en E. coli, K. pneumoniae y Enterobacter sp que portaban el
gen gnrA. Se determiné que la enzima responsable era una variante de la N-
acetiltransferasa ( 616,) una enzima modificadora de aminoglucdsidos con
capacidad de conferir resistencia a amikacina, trobamicina y kanamicina. La
variante a a c¢ ¢lBcd (hombrada asi por su capacidad de modificar ciprofloxazino y
otorgarle resistencia), presenta dos mutaciones unicas (Trpl02Arg y Aspl79Tyr)
gue son las que le confieren la capacidad de modificar a la quinolona (Robicsek et
al., 2006).

Resistencia a aminoglucésidos por Klebsiella sp.

Los aminoglucésidos son farmacos con efecto bactericida, en su mayoria de origen
natural producidos por actinomicetos (Streptomyces) o de origen semisintético
(amikacina). Reciben ese nombre por su estructura, todos contienen un anillo
aminociclitol unido a dos o mas azlcares por enlaces glucosidicos. Actlan
principalmente contra microorganismos Gram-negativos aerobios, atraviesan la
membrana externa de forma pasiva y, a través de mecanismos dependientes de
energia, atraviesan la membrana interna inhibiendo la sintesis de proteinas en el
ribosoma (Velazquez et al., 2008).
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Los aminoglucésidos fueron el tratamiento ideal contra infecciones bacterianas
desde mediados de |l os 194006s hasta 1980, que
principalmente por enzimas del tipo acetiltransferasas, adeniltransferasas y
fosfotransferasas, siendo K. pneumoniae la primera bacteria en que se describio
este tipo de mecanismos (Navon-Venezia et al., 2017; Velazquez et al., 2008). La
resistencia puede ser mediada también por la expresion de bombas de eflujo
(AcrAB-TolC y KpnEF) o por la pérdida de porinas (como KpnO); dicha pérdida
genera un cambio en la permeabilidad de la membrana de la célula bacteriana

(Navon-Venezia et al., 2017).

Genaac (l& 0)
Las aminoglucésido 6'-N-acetiltransferasas tipo | son proteinas que inactivan a los
aminoglucésidos, como amikacina pero no gentamicina, inhibiendo su accién
bactericida por modificacion en la molécula de estos compuestos (Sarno et al., 2003;
Mella et al., 2004). En un estudio realizado en Chile con cepas de K. pneumoniae

aisladas de IAAS reportaron un 69% de prevalencia de este gen (Diaz et al., 2004).

Gen aac(3)-I.
La enzima modificadora de aminoglucésidos 3-N-acetiltransferasa es una proteina
gue confiere resistencia a las bacterias contra aminoglucésidos como gentamicina
pero no contra amikacina (Mella et al., 2004). Asi, Diaz et al., 2004 en un estudio
realizado en K. pneumoniae con 100 cepas, reportd que esta proteina se encontré
en el 39% de los casos, aunque no fue la mas comun, si le confirié la resistencia

contra tobramicina, dibekacina, netilmicina y sisomicina (Diaz et al., 2004).

Transferencia horizontal de genes y la resistencia a antibiéticos.

La adquisicion de material genético de forma horizontal puede significar una ventaja
metabdlica o fisiologica para el organismo receptor (Andam et al.,, 2011). Las
bacterias pueden transferir informacién genética de manera intercelular por medio
de 3 mecanismos: transformacién, conjugacion y transduccién, pareciendo que

bacterias de vida libre pueden utilizar al menos uno de estos. De igual forma, existen
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dos mecanismos para la transferencia génica de forma intracelular: transposicion,
gue se refiere al movimiento de juegos completos de genes del cromosoma o de un
plasmido a otro; e integracion de casetes, donde se media el ensamble y expresion
de arreglos de genes en tandem (Summers, 2006).

El fendbmeno de captura, acumulacion y diseminacion de genes de resistencia a
antibioticos estd ampliamente relacionado al intercambio de material genético de
forma intercelular e intracelular, debido a la accién de elementos genéticos méviles
(EGM). En dichos EGM, encontramos: transposones y secuencias de insercion, que
son elementos pequefios de ADN capaces de moverse ellos mismos de forma casi
aleatoria de una posicion a otra en la misma o en una diferente molécula de ADN;
integrones, que son elementos que movilizan genes usando recombinacion sitio-
especifica; plasmidos, elementos conjugativosi integrativos o bacteridfagos
(Partridge et al., 2018).

La importancia de todos estos elementos, se ha observado, entre otros, en la
resistencia a Fluoroquinolonas, con el descubimiento de los determinantes de
resistencia a quinolonas mediados por plasmido, gnr, en los que se ha visto que
variantes como gnrAy gnrB se encuentran en casetes de integrones, vistos en todas

partes del mundo (Summers, 2006).

3.1 Antecedentes especificos.

En un proyecto realizado en el Laboratorio de Microbiologia Hospitalaria y de la
Comunidad (LMHyC), perteneciente a la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla, a cargo de Pérez-Sanchez, en 2020, se trabaj6 con un total de 75 cepas
aisladas de diferentes hospitales de dos estados de la Republica Mexicana. Del
estado de Puebla: 60 cepas provinieron del Hospital Regional I.S.S.S.T.E., 3 cepas
del Hospital I.S.S.S.T.E.P., 3 cepas del Hospital para el Nifio Poblano (HPN) y 3
cepas del Laboratorio Clrrgualcenos OEs pec i b b i zZCaDdvio
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recolectaron 6 cepas del Hospital General Regional No. 72 1.M.S.S. Tlalnepantla.
De este banco de cepas, 69 en total fueron confirmadas como K. pneumoniae y 6
como K. oxytoca.

Nueve de las cepas de K. pneumoniae pertenecieron a la variante hipermucosa,
pero en ninguna se encontré el gen rmpA, responsable principal de este fenotipo.
De estas cepas 5 mostraron resistencia antimicrobiana.

Cuatro de las 69 cepas de K. pneumoniae (1 perteneciente al HPN y las 3 del
Laboratorio Cl 2nico Especializado ALos Cng
susceptibles a todos los antibioticos probados.

En todas las cepas (75) se determind la presencia de los genes que codifican las
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) SHV, TEM y CTX-M. El gen blasnv
se encontrd en el 93.3% (69/75) de las cepas, blatem en el 80% (60/75) y blactx-m
en el 72% (54/75).

Se determind resistencia a carbapenémicos en el 8.69% (6/69) de las cepas de K.
pneumoniae y el 50% (3/6) de K. oxytoca, solo en 8 cepas se encontr6 el gen blavim.
Por secuenciacion se logré determinar que dos cepas portaban la variante blaviv-23,
que hasta el momento no habia sido reportada en Klebsiella.

El 65.2% (43/69) de las cepas de K. pneumoniae de este estudio fueron resistentes
tanto a cefalosporinas de tercera generacion como aminoglucésidos y quinolonas.
Sin embargo, 63 mostraron resistencia fenotipica a los aminoglucoésidos probados
(AN, GM, NN), y 58 a quinolonas (CIP, LVX, NOR, NA) pero, no se determinaron
los genes que podrian estar involucrados en la resistencia a estas familias de
antibioticos.

De igual forma, 2 cepas fueron aisladas del Centro Médico Nacional 20 de
noviembre y fueron identificadas en el LMHyC como Klebsiella pneumoniae. De
estas cepas, CM155, fue aislada de hemocultivo y mostro resistencia fenotipica a
diversos antibioticos, entre ellos CIP y GM. La cepa CM175, fue aislada de catéter
y presento resistencia a NN.

En 2019, Domokos y colaboradores reportaron 53 cepas de K. pneumoniae y una
cepa de K. oxytoca causantes de infecciones del sistema sanguineo, en Hungria.

Confirmaron género y especie por medio de MALDI-TOF/MS. Obtuvieron
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concentraciones minimas inhibitorias (CMI) encontrando que todas las cepas
presentaban resistencia a cefalosporinas de tercera generacion y mostraban
susceptibilidad reducida o resistencia a fluoroquinolonas. Realizaron estudios de
PCR para determinar la presencia de genes de resistencia a quinolonas mediada
por plasmidos (RQMP); con esto, seleccionaron 5 cepas (4 K. pneumoniae: Kpn33,
Kpn47, Kpnll5y Kpnl25; y 1 K. oxytoca: Kox37) para secuenciarlas.

De acuerdo a lo reportado por aguel equipo de trabajo, las 5 cepas poseen genes
de resistencia a aminoglucésidos, en todas se encontro el gen aac(3)-lla y en 2
(Kpn33 y Kpnl25) el gen a a c (I gue codifican para EMA. Para resistencia a
quinolonas, encontraron en las 4 cepas de K. pneumoniae el gen a a c¢ ¢lbéch y en
5 cepas se determiné la presencia de alguna variante de los genes gnr (Kpn33 'y
Kpnl125: qnrB4; Kpn4d7: gnrB1 y Kox37: gnrAl).

Adicionalmente, utilizando PCR cuantitativa, midieron los grados de expresion
relativa (GER) de los genes qnr. Emplearon como referencia los valores del ciclo
umbral (Ct) del gen rpoB para normalizar los valores de Cr de los genes de su
interés, determinado a las cepas Kpn33 y Kpnl125 con las cifras mas elevadas de
GER, teniendo 9.74 y 3.75 veces, respectivamente, mientras que para Kpn47 se
determinaron 2.34 veces.

Esta diferencia en los GER contribuyd a preguntar ¢si existe diferencia en los
promotores presentes en dichos genes que pudieran influir en su expresién?, por
esta razon, es que seria importante realizar una busqueda bioinformatica inicial de
los posibles promotores de los genes gnr para establecer bases para posteriores

estudios experimentales.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

K. pneumoniae multi-drogoresistente (MDR) es un patdégeno emergente que ha
incrementado su incidencia en las infecciones asociadas a la atencién de la salud.
Conocer la prevalencia de los genes de resistencia a quinolonas y aminoglucosidos
en cepas de K. pneumoniae, nos permitira tener un panorama mas amplio de la

diseminacion de estos genes en casos de infecciones de origen hospitalario. El
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estudio de incidencia de estos genes de resistencia en cepas causantes de
infecciones nosocomiales en el estado de Puebla permitira obtener una explicacion
de como es la distribucion de estos genes dentro de las instituciones participantes
para poder implementar medidas preventivas evitando que estos genes se
continuen diseminando.

El estudio bioinforméatico de los entornos genéticos y pladsmidos de estos
determinantes de resistencia permitira inferir como es el mecanismo por el que se
movilizan. De igual forma, el estudio de los posibles promotores de los genes gnr

permitira establecer bases para posteriores estudios experimentales.

5. HIPOTESIS CIENTIFICA.
El andlisis bioinformatico del entorno genético puede darnos informacion de la
movilizacion de los genes de resistencia a quinolonas y aminoglucosidos en el
género Klebsiella; y la determinacion de los posibles promotores de los genes gnr
puede establecer pautas para futuros estudios a nivel experimental, que permitan

conocer como afectan su expresion.

6. OBJETIVOS.
6.1 Objetivo General

Determinar la presencia de genes de resistencia a aminoglucosidos y quinolonas,
asi como los entornos genéticos delosgenesq nr ,  dlacc, éa6(8)-Jlya a c ¢
Ib, estudiar los plasmidos portadores de resistencia a aminoglucésidos y quinolonas

y los posibles promotores de los genes gnr en cepas de Klebsiella sp.

Objetivos Especificos
1 Identificar genes de resistencia a quinolonas (gnrA, gnrB) y a
aminoglucésidos ( a a c1b, @aw(B)-11) en cepas de Klebsiella sp.
1 Analizar plasmidos portadores de genes de resistencia a aminoglucosidos y

quinolonas en secuencias de genomas de Klebsiella pneumoniae.

(@)}
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1 Analizar y comparar los entornos genéticos de los genes gnr, a a ¢ (l6ca )
aac(3)-ly a a c (liwedt)e las cepas del estudio.
1 Buscar y comparar los posibles promotores de los genes gnr en las

secuencias de las cepas portadoras.

7. MATERIALES Y METODOS.

Amplificacién de genes de resistencia a aminoglucésidos y quinolonas.

Obtencion de ADN por métodos de ebullicion.

Se cultivaron las cepas de estudio en placas de Agar Soya-Tripticaseina (TSA)

utilizando la técnica de sembrado masivo, posteriormente, se dejaron incubar toda

la noche a 37 °C. Para realizar la extraccién de material genético, de los cultivos se

tomo6 una asada grande de in6culo y se suspendi6en 800 ¢l de sol

isoténica (SSI) en un tubo eppendorf estéril de 1 ml, se homogenizé la muestra
utilizando el vértex y luego se centrifugd a 13000 rpm durante 5 min. Se decanto el
sobrenadante y se volvié a suspender la pastilla celular en 8 0 0 deeSKI con ayuda
del vortex; se repitié el mismo proceso 3 veces con el objetivo de realizar lavados a

la muestra para eliminar el exceso de exopolisacaridos. Al terminar el tercer lavado,

una vez decantado el dltimo sobrenadante, se agregaron8 00 ¢l de agua

estéril (AIE; marca PISA) a la pastilla obtenida, volviendo a homogenizar. Se
colocaron todas las muestras en bafio de agua durante 10 minutos, posteriormente
se centrifugaron a 13000 rpm durante 5 min. Se obtuvo el sobrenadante con ayuda
de una pipeta y se traspasé a un nuevo tubo eppendorf estéril. Los lisados se

guardaron a -20°C.

Cuantificacion y ajuste de ADN.
Para determinar la concentracion de ADN presente en los lisados anteriormente
realizados se utilizé el equipo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Antes de realizar

la cuantificacién, se calibré el lector utilizando 5 €1 de agua inyectable estéril como

uci
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blanco. La concentracion de ADN se determiné bajo las unidades de € g I. Se
utilizaron 2 €l de muestra para realizar las lecturas. Entre cada muestra, se limpi6
el lector para evitar lecturas alteradas.

Posteriormente, se ajustaron las muestras a una concentracion final (Ci*Vi = C¢*Vy)
de 200 ¢ g I em un volumen final de 300 ¢l, utilizando agua inyectable estéril. Se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

Amplificacién de genes de resistencia a aminoglucésidos y quinolonas.

Las cepas que cumplieron con el perfil fenotipico de resistencia a quinolonas y
aminoglucésidos fueron sometidas a la amplificacion por PCR para detectar la
presenciadelosgenesgnr A, qnr-IByaad3xlc ( 6 6)

Se siguieron las condiciones de amplificacion estandarizadas en el LMHyC, de

acuerdo con las fuentes de las que se obtuvieron los oligonucleoétidos (Tabla 1).

Tabla 1. Oligonucledtidos y condiciones a utilizar en la amplificacion de los genes de
intereés.

Tamaiio del

T e Oligonucle 6tidos Condiciones Referencia

. 95°C 5 min
L[ 95°C 1 min
657 pb AGAGGATTTCTCACGCCAGG ggg 1 m:: Cattoir et. al., 2007
Antisentido 799 7 min
TGCCAGGCACAGATCTTGAC 40c
. 95°C 5 min
Sentido 95°C 1 min
681 pb GGMATHGAAATTCGCCACTG ggg 1 2:: Cattoir et. al., 2007
Antisentido 79C 7 min
TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 3¢
. 94°C 5 min
Sentido 94°C 45 seg
60°C 45
aac(6)-Ib 482 pb LSERAE S TTATG SECOTA 72°C 45 z:g Park et. al., 2006
Antisentido 792G 5 min
CTCGAATGCCTGGCGTGTTT 20¢c
. 94°C 5 min
Sentido 94°C 45 seg
ACTGTGATGGGATACGCGTC 60°C 45 Van de Klundert
aac(3)-I 237 pb g | e U
S g | Vliegenthart, 1993
Antisentido 729G 5 min
CTCCGTCAGCGTTTCAGCTA 28¢
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Una vez obtenidos los productos de la PCR, se cargaron en geles de agarosa al 1%
para observarlos por medio de una electroforesis, las muestras se corrieron a 100
V. No se utilizaron marcadores de peso molecular pues se contaba con cepas
control para cada gen (Tabla 2). Los geles se tifieron utilizando bromuro de etidio
(BET), sumergiendo el gel de 10-15 segundos, y posteriormente se dejaron destefir
en agua estéril por 20 min, pasado este tiempo se observaron utilizando el
fotodocumentador MiniBIS Pro, DNR Bio-Imaging Systems.

Tabla 2. Cepas control utilizadas para la amplificacion de los genes de interés.

Microorganismo Cepa Gen control

E. coli qnrA Tesis de DoctoradoCortés-Cortes, 2016

K. pneumoniae SAJ6 qnrB Tesis de MaestriaGonzélez-Jiménez, 2013
E. coli C7226 aac(6)-lb Tesis de DoctoradoCortés-Cortés, 2016
aac(3)-1l

Andlisis bioinformético de secuencias de K. pneumoniae portadoras de

genes de resistencia a aminoglucésidos y quinolonas.

Debido al inicio de la alerta sanitaria por Sars-Cov-2 en México, y el consecuente
cierre de actividades presenciales en la Universidad, se procedio a realizar el
andlisis de los entornos genéticos de genes de resistencia a aminoglucésidos y
quinolonas de nuestro interés, con el objetivo de comparar los diferentes
mecanismos de transferencia por los que podrian estar siendo diseminados. De
igual forma, se realiz6 la busqueda de los promotores de los genes qgnr, con la
intencion de observar si su expresion pudiera verse aumentada o disminuida por los

genes aledanos a ellos.

Obtencion de las secuencias.
Las 4 secuencias de K. pneumoniae, portadoras de genes de resistencia a

aminoglucésidos y quinolonas, del proyecto de Domokos y colaboradores (2019) se
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obtuvieron de la base de datos European Nucleotide Archive (ENA) por medio de
los cédigos de Biosample: SAMN10639440 (Kpn33), SAMN10639726 (Kpn47),
SAMN10639736 (Kpnl115) y SAMN10639737 (Kpnl25).

Las secuencias de las dos cepas pertenecientes al Centro Médico Nacional 20 de
noviembre (CM155, CM175), fueron proporcionadas por la D.C Maria Elena Bello
Lopez.

También, se obtuvieron 2 secuencias de plasmidos de K. pneumoniae de la base
de datos del NCBI, una portadora del gen gnrB1, y otra con el gen gnrB2 (EF219134,

MT560062). Ambas secuencias ya contaban con anotacion y registro.

Ensamble y anotacion de los genomas.

Las secuencias que se obtuvieron fueron analizadas mediante procedimientos
bioinforméticos. Se realizaron los ensambles de las 6 secuencias crudas que se
tenian utilizando los softwares de libre acceso: SPAdes version 3.9
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/SPAdes/) y Placnetw
(https://castillo.dicom.unican.es/upload/).

Para realizar la anotacion de los genomas, se utilizd la base de datos RAST

(https://rast.nmpdr.org/rast.cgi), una plataforma de libre acceso.

Rastreo de genes de resistencia de interés.

Los genes de resistencia presentes en las secuencias de las cepas fueron
rastreados utilizando la plataforma de libre acceso ResFinder 4.1
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/).

Determinacion de los entornos genéticos.

Una vez localizados los genes de resistencia de interés dentro de los nodos/contings
de los 6 ensambles realizados, se verificaron utilizando la anotacion previamente
realizada. Se extrajeron las secuencias de los nodos del genoma para
posteriormente ser analizados utilizando BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), y asi compararlas con las reportadas en la
base de datos del NCBI-Genbank.
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En las 2 secuencias descargadas directamente del NCBI, se determiné la posicion
de los genes utilizando el buscador de la base de datos, observando el entorno de

la anotacién reportada.

Busqueda de posibles promotores.

Para la busqueda de promotores de los genes qnr se utilizaron las plataformas
Bprom(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programs&subg
roup=gfindb) y PRODORIC (http://www.prodoric.de/index.php?index=3). Para
realizar esto se obtuvo la secuencia de los genes gnr, junto con 100 pb rio arriba.
Posteriormente, para ampliar la busqueda, también se incluy6 la secuencia de los
genes pspF y 100pb rio arriba de secuencia intergénica de este ultimo (si se

encontraba presente).

8. Resultados.

Identificacién de los genes de resistencia a aminoglucésidos en cepas de K.

pneumoniae.

Se trabaj6é con un total de 65 cepas de K. pneumoniae provenientes de diferentes
Instituciones de salud publica: 56 del Hospital Regional ISSSTE Puebla, 3 del
Hospital ISSSTEP, 4 del Hospital IMSS Tlalnepantla y 2 del Hospital para el Nifio
Poblano. Parte de este banco de cepas mostré resistencia completa o intermedia a
aminoglucésidos (AN, GM, NN) y/o quinolonas (CIP, NOR, LVX, NA) al aplicar el
método de Kirby-Bauer (Pérez-Sanchez, 2020).

Especificamente en la resistencia presentada a aminoglucésidos, de las 65 cepas
de K. pneumoniae, el 58.46% (38 cepas) presentd resistencia o susceptibilidad
intermedia a AN, el 87.69% (57 cepas) a GM y el 95.38% (62 cepas) a NN (Pérez-
Sanchez, 2020).

En general, el 96.92% (63 cepas) presentd resistencia a alguno de los
aminoglucésidos utilizados. A estas 63 cepas se les realizé la prueba de PCR para
la deteccion de los genes a a c (6 ¥ aac(3)-1l, que codifican para enzimas

modificadoras de aminoglucésidos, esperando productos de 428 pb y 237 pb,

33



respectivamente. Se utilizo a la cepa C7226 como control positivo. EI 80.95% (51/63

cepas) fueron positivas a la presencia de a a c¢ {lB(Bigura 2).
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del gen aac(6)-Ib. Carril 1: control positivo
(C7226), carril 2: blanco, carril 3: KpE62, carril 4: vacio, carril 5: KpE64, carril 6: KpE66, carril 7:
KpE67, carril 8: KpE68, carril 9: KpE69, carril 10: KpE70, carril 11: KoE73, carril 12: KpE74, carril
13: KpE76, carril 14: KpE77, carril 15: KpE78, carril 16: KpE79, carril 17: KpE80, carril 18: Kp81,
carril 19: KpP2, carril 20: KpP6, carril 21: KpP7, carril 22: KpN29, carril 23: KpN39.

En el caso del gen aac(3)-11, el 74. 6% (47/63 cepas) fueron positivas (Figura 3).

237 pb=—>

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del gen aac(3)-
Il. Carril 1: control positivo (C7226), carril 2: blanco, carril 3:

KpS1, carril 4: KpS2, carril 5: KpS3,carril 6: KoS4, carril 7: KpS5,
carril 8: KoS6.
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De las 61 cepas positivas a a a ¢ (6 43 )provienen del hospital ISSSTE (43/54), 2
del HPN (2/2), 4 de hospital IMSS Tlalnepantla (4/4) y 2 del hospital ISSSTEP (2/3).
Mientras que para aac(3)-ll, de las 47 cepas positivas 38/54 provinienen del hospital
ISSSTE, 4/4 del hospital IMSS Tlanepantla, 2/3 del hospital ISSSTEP y ninguna del
HNP (Figura 4).

Cepas positivas por hospitales.

|
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|
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W Total decepas W aac(3)-1l positivas B aac(6’)-Ib positivas

Figura 4. Namero de cepas de K. pneumoniae positivas a los genes de resistencia a
aminoglucosidos de interés. De un total de 63 cepas: 54 del Hospital ISSSTE, 4 del hospital IMSS
Tlalnepantla, 3 del hospital ISSSTEP y 2 del HNP.

Identificacién de los genes de resistencia a quinolonas en cepas de K.

pneumoniae.

El 84.61% (55/65) de las cepas de K. pneumoniae presenté resistencia o
susceptibilidad intermedia a los antibidticos pertenecientes a la familia de las
quinolonas. Especificamente el 64.51% (42 cepas) mostro resistencia a LVX, el
81.53% (53 cepas) a NOR, y el 84.61% (55 cepas) a CIP y NA (Pérez-Sanchez,
2020).
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Por lo que a 55 cepas se les realizo la prueba de PCR para la deteccidon de los
genes gnrAy gnrB, que codifican para la sintesis de proteinas Qnr, cuya importancia
recae en la proteccion de los blancos farmacoldgicos de las quinolonas, evitando su
accion. Ninguna cepa fue positiva al gen gnrA. Sin embargo, en el 90.9% (50/55
cepas) se encontrd el gen qnrB (43/55 del hospital ISSSTE, 1/1 del HNP, 3/4 del
hospital IMSS Tlanepantla y 3/3 del hospital ISSSTEP) (Figura 5). En 5 cepas no se
detect6 ninguno de los genes buscados, a pesar de reportar resistencia completa o

intermedia a las quinolonas probadas.
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa al 1% del gen gnrB. Carril 1: control positivo (SA96),
carril 2: blanco, carril 3: KpE16, carril 4: KpE19, carril 5: KpE23, carril 6: KpE25, carril 7: KpE26,
carril 8: KpE28, carril 9: KpE31, carril 10: KpE32, carril 11: KpE33, carril 12: KpE38, carril 13:
KpE39, carril 14: KpE4O, carril 15: KpE41, carril 16: KpE42, carril 17: KpE44, carril 18: KpE45,
carril 19: KpE46, carril 20: KpE47.

En resumen, de los genes buscados para resistencia a aminoglucésidos, en 63
cepas, el 80.95% fue positivo aa a c (IbBy@l)74.6% a aac(3)-ll; mientras que de 55
cepas a las que se les buscaron genes de resistencia a quinolonas, el 90.9% fue

positivo a gnrB y en ninguna se encontro gnrA (Figura 6).
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Figura 6. Porcentajes de cepas positivas a los genes de interés. A) De un total de 65 cepas, se
muestran los porcentajes de positivas a los genes aac(3)-Il (51/63) v aac(6’)-Ib (47/63). B)
Porcentajes, de un total de 55 cepas, positivas a los genes gnrA (0/55) y gnrB (50/55).

Identificacidén de los genes de resistencia a aminoglucésidos y quinolonas en

cepas de K. oxytoca.

Se estudiaron 6 cepas de K. oxytoca: 4 del Hospital Regional ISSSTE Pueblay 2
del Hospital IMSS Tlalnepantla.

En las 6 cepas de K. oxytoca, el 66.66% (4 cepas) presentaron resistencia o
susceptibilidad intermedia a AN, el 83.33% (5 cepas) a GM y el 100% (6 cepas) a
NN (Pérez-Sanchez, 2020). A las 6 cepas se les buscaron los genes a a c ¢llByo )
aac(3)-1l, obteniendo un 100% de positivos paraa a ¢ (44 del hospital ISSSTE,

y 2/2 de hospital IMSS Tlalnepantla ) y un 50% (3/6 cepas) de positivas para aac(3)-

Il (1/4 del hospital ISSSTE y 2/2 del hospital IMSS Tlalnepantla).
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Del total de 6 cepas de K. oxytoca, el 50% (3 cepas) presento resistencia a CIP y
NA, mientras que el 16.66% (1 cepa) a LVX y NOR (Pérez-Sanchez, 2020). Por
esto, 2 cepas fueron seleccionadas para buscar la presencia de los genes gqnrA 'y
gnrB. En ninguna se encontrd el gen gnrA, aun asi, en ambas (100%) se detecto el

gen qnrB.

Andlisis bioinformético de cepas de K. pneumoniae resistentes a quinolonas
y aminoglucésidos.

Debido a la emergencia sanitaria y al cierre de actividades presenciales en la
universidad, se decidi6 realizar el analisis bioinformatico de los plasmidos y entornos
genéticos de los genes de resistencia a aminoglucdsidos y quinolonas, asi como de

los posibles promotores de los genes qgnr.

Se utilizaron las secuencias de las cepas Kpn33, Kpn47, Kpnl1l5 y Kpnl25 del
trabajo de Domokos et al., 2019. De nuestra coleccién, se analizaron las secuencias
de la cepa CM155, portadora del gen gnrB1, y de la cepa CM175, portadora del gen
a a c (lBcd )Adicionalmente, se analizaron los plasmidos de K. pneumoniae:
pRIVM_C014906 2 (portador del gen gnrB1) y pJIE137 (portador del gen gnrB2),
cuyas secuencias y anotaciones fueron obtenidas del NCBI.

Las 6 secuencias de las cepas Kpn33, Kpn47, Kpnl115, Kpn125, CM155 y CM175
fueron ensambladas utilizando 2 emsambladores diferentes, sin embargo, se
decidié trabajar con los ensambles hechos con SPAdes 3.9, debido a que los
contings donde se encontraban nuestros genes de interés eran de mayor longitud,
a comparacion de los ensambles obtenidos de Placnetw.

Los ensambles se analizaron utilizando el software ResFinder para conocer la

posicion de los genes de interés dentro de los contings obtenidos (Tabla 3).
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Tabla 3. Posicién de los genes de interés en los nodos de los
ensambles.

Gen Nodo
qnrB4 28

aac(6')-lb-cr 47

aac(3)-lla 63

qnrB1 28

aac(6')-Ib-cr 37

aac(3)-lla 35

aac(6’)-Ib-cr 48

aac(3)-lla 45

qnrB4 25

aac(6')-Ib-cr 51

aac(3)-lla 71

qgnrB2 40

aac(6')-Ib-cr 55




Andlisis de los entornos genéticos de qnrB.

Cepas portadoras de qnrB4.

El analisis de las secuencias de las cepas Kpn33 y Kpnl25, muestra que son
portadoras el gen gnrB4 y se presenta dentro del mismo entorno genético (Figura
7). En ambas cepas, qnrB4 se encuentra dentro de un Integrén Clase 1 Complejo
(IC1C).
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Figura 7. Entorno del gen gnrB4. Longitud: 24401 pb. Las cepas Kpn33 y Kpn125 presentaron el
mismo entorno circundante del gen gnrB4. Para conseguir la estructura completa del Integrén
Clase 1 Complejo, se utilizd6 Mauve para conectar los extremos de los dos contigs en los que se
encontraba. Cddigo de colores: Amarillo: gnrB4; Rojo oscuro: int/1; Naranja: dfrA12; Verde:
Regidn constante 3’ (gqacEA1, sull); Rosa: operon sap, Magenta: operdn psp; Lila: blaDHA-1y su
regulador ampR; Azul rey: transposasas, Azul cielo: otras proteinas. Figura realizada utilizando

EasyFig.

Dentro de este elemento movilizable, podemos observar la presencia de otros genes
de resistencia a antibiéticos de diversas clases, como son: blapna-1, con su regulador
ampR; dfrAl2; aadA2 y sull. Entre los elementos cercanos al gen, podemos
encontrar el operén pspABCD que codifica para las proteinas para PspA, PspB,
PspC y PspD. Junto a gnrB4, encontramos el gen pspF, que codifica para el
regulador transcripcional del operén pspABCD. Recalcando, el gen pspF se
encuentra en la misma direccion que el gen gnrB4 y la distancia entre ambos genes
es aproximadamente < 100pb.

Cepas portadoras de gnrB2.

En la cepa CM155 vy el plasmido pJIE137 se encontro el gen qnrB2, dentro de un
IC1C (Figura 8), pero a diferencia de las cepas Kpn33 y Kpnl25, esta estructura
presenta un menor numero de genes.
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En CM155 especificamente, aparte de qnrB2, se observan otros genes de
resistencia a antibiéticos como dfrA25 y sull. En ambas secuencias también
podemos observar la presencia de transposasas y la secuencia de insercion IS6.
En contraste con Kpn33 y Kpn125, no se observa la presencia del operén pspABCD,
sin embargo, rio abajo del gen gnrB2, si se encuentra el gen pspF, pero su
secuencia estd incompleta al perderse mas de la mitad. No existe secuencia
intergénica entre pspF y el siguiente gen, q a ¢ a&démas ambos genes se orientan
en direcciones diferentes. El gen g a ¢ s Emhbién se encuentra incompleto,

perdiendo parte de su region N-terminal (Figura 8A).
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Figura 8. Entorno del gen gnrB2. A) cepa CM155 (15544 pb). B) plasmido PJIE137 (13001 pb). Ambos
presentaron el gen gnrB2 dentro de un Integrén Clase 1 Complejo. Cédigo de colores: Amarillo: gnrB4;
Rojo oscuro: int/1; Naranja: dfrA12/dfrA25; Verde: Regidn constante 3’ (qacEA1, sull); Rosa: operon sap
(incompleto); Magenta: operdn psp (incompleto); Verde limén: aadA2; Azul rey: transposasas, Azul

cielo: otras proteinas. Figura realizada utilizando EasyFig.

En el plasmido pJIE137, dentro del IC1C donde se encuentra gnrB2, también hay
otros genes de resistencia a antibioticos como dfrA12 y aadA2 (genes que también
se encuentran en Kpn33 y Kpnl125). Se pueden observar los mismos genes que en
la cepa CM155 en la regiéon rio abajo desde ISCR1, e incluso los genes pspF y
g a ¢ a$elencuentran en las mismas condiciones, incompletos y sin secuencia

intergénica entre ambos (Figura 8B).
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Cepas portadoras de qnrB1.
En la cepa Kpn47 y el plasmido pRIVM_C014906 2, se observa que el gen gnrB1

se encuentra rodeado de transposones y secuencias de insercion (Figura 9).

En Kpn47, se presentan las secuencias de insercion IS26 e 1S3000, al igual que los
transposones Tn5403 y Tn3. También, podemos observar la presencia del gen de
resistencia a tetraciclinas tetA, acompafado de su represor tetR. Tampoco
encontramos la presencia del operén pspABCD, sin embargo, si se observa parte

de la secuencia de la region N-terminal de pspF (Figura 9A).
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Figura 9. Entorno del gen gnrB1. A) Cepa Kpn47 (13795 pb). B) plasmido pRIVM_C014906_2 (30401
pb). Cédigo de colores: Amarillo: gnrB4; Rojo oscuro: int/1; Naranja: cat; Verde: acc(3)-lla; Rosa: operon
sap; Magenta: operén psp; Morado: blaoxa-1; Durazno: tetA y tetR; Verde limén: aac(6’)-1b-cr; Azul rey:

transposasas, Azul cielo: otras proteinas. Figura realizada utilizando EasyFig.

En el plasmido pRIVM_C014906 2 se observan también secuencias de insercién y
transposones, pero a diferencia de Kpn47, estdn en mayor nimero e incluso se
puede observar que la distancia entre los genes tetA-tetR y gnrBl es
considerablemente mayor, pues se agrega una region con multiples genes. No solo
encontramos secuencias de insercion 1S26, sino también 1IS3000, ISKpn11, ISSall
e IS15DIl. También observamos transposones Tn5403 y Tn3, junto con
transposasas tnAsl. Dentro de este entorno se observa la presencia de otros genes

de resistencia como blaoxa-1, aac(3)-llay a a ¢ ¢lBc, ¥ cat (Figura 9B).

42



Andlisis de los entornos genéticosdea a c (llB®dr) y allc ( 6 6)

En los resultados de ResFinder (Tabla 3), encontramos que las cepas Kpn33,
Knp47, Kpnll5y Kpnl25 poseen el gen aac(6')-1b-cr, como se reportdé por Domokos
et al., 2019. Sin embargo, Kpn33 y Kpn125 también reportan el gen aac(6')-Ib en el
mismo nodo (Tabla 3). Al revisar los porcentajes de identidad de ambos genes en
estas 2 cepas, encontramos que en los nodos de interés (Nodo_47: Kpn33 y
Nodo_51: Kpnl125), la identidad con el gen de la aac(6')-1b es de 100%, mientras
que para aac(6')-1b-cr es de 99.422% (Anexo 4).

Por esta razén, se realiz6 el alineamiento de las secuencias de los nodos, donde se
localizaban ambos genes, junto con las secuencias de aac(6')-1b (nUumero de acceso
NCBI: M21682 REGION 380..985) y aac(6')-lb-cr (nimero de acceso NCBI:
EF636461 REGION 1124..1642) reportadas en el NCBI y referencias utilizadas por
la base de datos de ResFinder (Figura 10).
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Nodo_47
aac(6')-1Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_ 47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

Nodo_47
aac(6')-Ib
aac(6')-Ib-cr

atgagtattcaacatttccaaacaaagttaggcatcacaaagtacagcatcgtgaccaac 60
atgagtattcaacatttccaaacaaagttaggcatcacaaagtacagcatcgtgaccaac 60

agcaacgattccgtcacactgegectcatgactgagcatgaccttgegatgetctatgag 120
agcaacgattccgtcacactgegectcatgactgagcatgaccttgegatgetctatgag 120
--------------------------- atgactgagcatgaccttgegatgctctatgag 33

SRR SRR SRR R KOR R ROR KR RO SOR KRR RORRORROROK K

tggctaaatcgatctcatatcgtcgagtggtggegcggagaagaageacgeccgacactt 180
tggctaaatcgatctcatatcgtcgagtggtggggcggagaagaageacgeccgacactt 180
tggctaaatcgatctcatatcgtcgagtggtggggcggagaagaageacgeccgacactt 93

SR R HOR RO R ROR KRR KRR R ROR ROR R OK R OR ROROR R ROK ROR KRR ORORROR SRR OROROR ROR RO ROCRRORROROR RO KK

gctgacgtacaggaacagtacttgecaagegttttagegecaagagtccgtcactccatac 240
gctgacgtacaggaacagtacttgecaagegttttagegeaagagtccgtcactccatac 240
gctgacgtacaggaacagtacttgecaagegttttagegeaagagtecgtcactecatac 153

SRR OR SRR R SRR R RO KOROROK SOR RO OK RO OR ROROKR ROR K RORROR R RO OR ROR SRR OR SORROR RORRORORORRROR KK

attgcaatgctgaatggagagccgattgggtatgeccagtegtacgttgetcettggaage 300
attgcaatgctgaatggagagccgattgggtatgecccagtegtacgttgetcttggaage 300
attgcaatgctgaatggagagccgattgggtatgeccagtegtacgttgetcttggaage 213

SRR R R ROR R KOR R KOR SR OROR ROROR EOR SROK SRR R OROR SRR ROROR SOR R R ORRORCRRORRCKCIORROR RO R RRR KK

geggacgghtgetgggaagaagaaaccgatccaggagtacgeggaatagaccagttactg 360
ggggacgghtgetgggaagaagaaaccgatccaggagtacgeggaatagaccagttactg 360
ggggacgghagetegggaagaagaaaccgatccaggagtacgeggaatagaccagttactg 273

HRRHCRERER XK P 35 3K K ORK ROR KRR KRR R OR K R OROK RO OR R OR KRR ROR R ORCRORRROROR OO RORRORROR R X

gcgaatgeatcacaactgggeaaaggettgggaaccaagetggttegagetetggttgag 420
gcgaatgeatcacaactgggeaaaggettgggaaccaagetggttegagetctggttgag 420
gcgaatgcatcacaactgggcaaaggettgggaaccaagetggttcgagetctggttgag 333

SR 3K SR SROROR R OR R KRR K OR R KRR SRR SRR R RO SRR ORRCR R OROR SRR RORRORRRORORR R RORR R RRRR R R X

ttgctgttcaatgatcccgaggtcaccaagatccaaacggaccegtegecgageaacttg 480
ttgctgttcaatgatcccgaggtcaccaagatccaaacggaccegtegecgageaacttg 480
ttgctgttcaatgatcccgaggtcaccaagatccaaacggaccegtegecgageaacttg 393

SR K RCROROR R OROR R RO OR R ORROROR SRR R KRR R OR SRR OR R ROR ROR R KRR ROR RO CRR RO R RRR R R KK

cgagcgatccgatgctacgagaaageggggtttgagaggcaaggtaccgtaaccaccecca 540
cgagcgatccgatgctacgagaaageggggtttgagaggcaaggtaccgtaaccacccca 540
cgagcgatccgatgctacgagaaageggggtttgagaggcaaggtaccgtaaccacccca 453

SRR KRR ROR R OROR R KOR KRR RORORROR SRR KRR RO RO RORHOR SRR OR RCRR KRR RO R RR R RRR R R KR

atggtccagecgtgtacatggttcaaacacgecaggeattcgagegaacacgcagtipty 600
acggtccagecgtgtacatggttcaaacacgecaggeattcgagegaacacgcagttt] 600
atggtccagecgtgtacatggttcaaacacgecaggeattcgagegaacacgcagtpaty 513

FiC 3K 3K SRR KRR R SRR KRR KRR SRR R SKOROR SEOROR SROROR SRR SROROROSROROROROR SRR ORORORORORCRORICR KRR

U
U

o

gcctaa 606
gcctaa 606
gcctaa 519
HREKEKK

Figura 10. Alineamiento de secuencias de nucleétidos. Se alinearon las
secuencias del Nodo_47 de Kpn33 con las secuencias de aac(6)-Ib (M21682) y
aac(6’)-Ib-cr (EF636461).
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Adicionalmente, se realiz6 el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de

AAC(6")-1b y AAC(6)-Ib-cr con la de la proteina codificada en los nodos de interés,

observando que en Kpn33 y Kpnl25, no se encuentran las mutaciones Trpl102Arg

y Aspl79Tyr, caracteristicas de AAC(6')-1b-cr (Figura 11).

Con esto, se corrobor6 que las cepas Kpn33 y Kpn125 Unicamente portan el gen

aac(6")-lIb.

Nodo 47 MSIQHFQTKLGITKYSIVTNSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGGEEARPTL
aac(6')-Ib MSIQHFQTKLGITKYSIVTNSNDSVTLRLMTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGGEEARPTL
aac(6')-Ib-cr  smmmmm e MTEHDLAMLYEWLNRSHIVEWWGGEEARPTL
HAEKKERB KRR ERKKEEBE R KRB ER KKK EREREKE
Nodo_47 ADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQLL
aac(6')-Ib ADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGWWEEETDPGVRGIDQLL
aac(6')-Ib-cr ADVQEQYLPSVLAQESVTPYIAMLNGEPIGYAQSYVALGSGDGRWEEETDPGVRGIDQLL
SERK R R KRR KRR R KRR K E R KB R KRB R B R E R R R KRR KRR EREK SR KK R KR R OR ROR ROR KK
Nodo 47 ANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFERQGTVTTP
aac(6')-Ib ANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFERQGTVTTP
aac(6')-Ib-cr ANASQLGKGLGTKLVRALVELLFNDPEVTKIQTDPSPSNLRAIRCYEKAGFERQGTVTTP
EEKERERREKEEREE KKK KKK EER KRR KR KK EEEREKERKERE R KK ER KR KR KKK REKEEKRERRX

Nodo_47 DEPAVYMVQTRQAFERTR$VE 201

aac(6')-Ib DEPAVYMVQTRQAFERTR$VE 201

aac(6')—Ib—cr bPAVYMVQTRQAFERTR$DR 172

SRR K OR R KR RORORRORRR X

60
60

120
120
91

180
180
151

Figura 11. Alineamiento de secuencias de aminoacidos. Se alinearon loa aminoacidos
de la proteina encontrada en el Nodo 47 de Kpn33 con las secuencias de aac(6’)-Ib

(M21682) y aac(6)-Ib-cr (EF636461).

El gen aac(6')-Ib-cr solo se encuentra en las cepas Kpn47 y Kpnl115, al igual que en

la cepa CM175. En las 3 secuencias el gen se encuentra rodeado del mismo entorno

(Figura 12). El gen aac(6')-lb-cr, se encuentra flanqueado por secuencias de

insercion 1S26, y esta acompafiado de los genes blaoxa-1y catB3.

aac(6’)-Ib-cr

l‘ I1S26

1S26
atB3
blaOXA-1

Figura 12. Entorno de los genes aac(6’)-lb-cr. (2440 pb). Entorno reportado en las cepas Kpn47,
Kpn115 y CM175. Cédigo de colores: Morado: blaoxa-1; Naranja: catB3; Verde limon: aac(6’)-1b-cr; Azul

rey: transposasas. Figura realizada utilizando EasyFig.
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Por otro lado, las secuencias de las cepas Kpn33 y Kpn125 poseen el gen aac(6')-
Ib (Figura 13).

En ambas secuencias se observa el mismo entorno: rio arriba de a a ¢ ¢(ll6s®)
encuentran otros genes de resistencia, como aadAl, blaoxa9y blatem-1. Existe la
presencia de transposasas y el operon merCADE, que codifica para proteinas de

resistencia a mercurio. También se presentan Tn21 y TniA.

transposasa
blaTEM-1
blaOXA-9
aadAl
aac(6’)-1b
recombinasa

insB
mercC
merA
merbD
merE
T™n21

TniA
transposasa

- S— - S—- ) o —

Figura 13. Entorno de los genes aac(6’)-1b. (10778 pb). Entorno reportado en las cepas Kpn33 vy
Kpn125. Cddigo de colores: Morado: blaoxa-9; Verde limon con franja verde: aac(6’)-Ib; Azul rey:
transposasas; Amarillo-verde: aadAl, Café: blatem-1; Azul cielo: otras proteinas. Figura realizada
utilizando EasyFig.

}

Andlisis de los entornos genéticos de aac(3)-Il.

Fueron 4 las secuencias (Kpn33, Kpn47, Kpnll5 y Kpnl125) con el gen aac(3)-lla,

y en todas podemos observar el mismo entorno (Figura 14).

El gen de interés se encuentra flanqueado por secuencias de insercidén 1S26 e 1S3.

También podemos observar la presencia de una proteina hipotética.

aac(3)-1I
hipotética

I1s26
Is3
I1S26

Figura 14. Entorno de los genes aac(3)-/l. (2886 pb). Entorno reportado en las cepas Kpn33, Kpn4d7,
Kpn115 y Kpn125. Cédigo de colores: Verde: aac(3)-1l; Azul rey: transposasas; Azul cielo: otras
proteinas. Figura realizada utilizando EasyFig.
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Plasmidos portadores de genes de resistencia a quinolonas y

aminoglucésidos.

El analisis de los plasmidos portadores de genes de resistencia a quinolonas y
aminoglucésidos en las secuencias de las cepas Kpn33, Kpn115, Kpnl125, Kpn47,
CM155 y CM175, no fue posible realizar debido a que los ensambles no fueron
adecuados para lograr armar los plasmidos de forma correcta. Por eso, se procedio
a buscar plasmidos reportados en la base de datos del NCBI, con secuencia
completa y circulares, identificados en cepas de K. pneumoniae, principalmente,
portadores de genes gnrB (Tabla 4).

Se analizaron 14 plasmidos, que han sido aislados de cepas de diferentes partes
del mundo, del continente asiatico, americano o europeo. Aunque en su mayoria
han sido aislados de humanos cursando por IAAS, también se han aislado de
biosdlidos y granjas de aves de corral, lo que sugiere que los genes se podrian
transmitir tanto en cepas hospitalarias, como en ambientales. Al menos 10 de estos

plasmidos son conjugativos.

De igual forma, 12 de los plasmidos portan al menos un gen de resistencia a
betalactamicos, como codificantes de betalactamasas de espectro extendido
(BLEEs) del tipo TEM o CTX-M, carbapenemasas como OXA, metalo-

betalactamasas como NDM o betalactamas de tipo AmpC como DHA-1.

Al mismo tiempo, podemos observar que algunos portan en conjunto genes de
resistencia a aminoglucésidos. Como los de nuestro interés a a ¢ {llBy@agc(3)-Il, al
igual genes que codifican para otras clases de EMA, tanto del tipo
nucleotidiltransferasas (aadA2) como fosfotransferasas (aph(6)-1d). También se
observan genes de resistencia a macrolidos, rifampicina, trimetoprim, sulfamidas,
tetraciclinas o cloranfenicol. ElI plasmido con el mayor nimero de genes de
resistencia fue pKP3301, con un tamafio de 276950 pb, y fue portador del gen
gnrB1.

Los genes gnrB se han detectado en plasmidos de grupos de incompatibilidad
diversos, como IncR, IncC, IncL/M, IncHI1B-like, o el grupo IncF, siendo este ultimo

a7



el reportado con mayor frecuencia. En su mayoria se trata de plasmidos con un
tamafio mayor a 100000 pb, aunque la variante gnrB19 se ha aislado de un plasmido
de so6lo 2750 pb.
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Plasmido

pKPX-2 DNA

pKC3-1/2b

pKP3301

pKPSH11

pKPN-c22

pKDO1

p6234-198.371

pKPS30

PCNR341

pRIVM_C014906_2

pKPN1482-1
PRIVM_C014947_7

pYDC676

pNDM-MAR

Tabla 4. Plasmidos reportados en K. pneumoniae con determinantes de RQMP gnrB.
~ Genes de resistencia a: . . . .
G T c tvo O Hosped Ref No. A
fupo amario Quinolonas  Aminoglucésidos Betalactamicos Otros antibiéticos onjugativo gen ospedero elerencia 0. Acceso
aac(s)-lb-or bla CTX-M-15,
IncF 141545 bp B aac(3)-1l, aph(3")-Ib |bla OXA-1, catB4, tetA/R, sul2 Si Taiwan/indial] Humano | Huang et al. AP012056
4 bla TEM-1
dfrA14, arr2, cmiA1,
IncC | 193802 bp |qnrB4 aadA1 DIROXA=10, s 1. mph(a), Si china | A ® | Zangeral | MT560001
blaDHA-1, corral
Th21mer
b Vi } armA, msr(E), mph(E),
IncHI1B-like| 296750 bp aifgj)’b cr ::g’j‘;',)jghm via, ggggﬁ n;’- 15 |sult, dirA12, si Tailandia | Humano Sakarzfom | apo18748
g cat, dffA1, dirA14, tetD :
strA, strB, aac(3)- baOXA-1,
IncF 186474 bp |gnrB I ae;c (6')ilb blaCTXM-15, |tetA/R Si Israel Biosdlidos | Kaplan et al. KT896504
’ blaTEM-208
- |178563 bp Zigi)"b'“ ; blaOXA-1 tetA/R si EUA Humano | Conlan etal. |NZ_CP009879
blaOXA-1 .
"-1p- ’ ) Republica .
IncFIK | 127509 bp [22°O)0-CT | o a st aac(3)-il |blaCTXM-15, |tetAR, catB3 Si P Humano |Dolejska ef al.| NC_019389.1
qnrB1 Checa
blaTEM-1
, . blaTEM-1, )
- |198371bp a:féi)"b'cr ° 7;2(30)'3'5"”2'0”(6)' blaCTX-M-15, ; Si Colombia | Humano Mcce‘;r:f"" NZ_CP010390
q , aac(3)- blaOXA-1 :
, blaDHA-1, :
ncR | 61228 bp [23CO0CT | n3i paTEM-1, | MPA(R), mrx, mph(A), No Francia | Humano | COMPAINEl | \o 023314
qnrB4 tetA/R, sull, arr3, catB3 al.
blaSHV-12
IncL/M | 79416 bp |gnr4 - blaDHA-1 |sult i Francia | Humano He””‘;‘f”‘" ° | Nz_LTo94833
aac(6)-Ib-cr tetAR, catB4, dfrA14 Paises Hendrickx et
- 105291 bp aac(3)-lla blaOXA-1 ! ’ ' Si Bajos/ Humano NZ_MT560062
qnrB1 arr3 Caribe al.
IncFIIK | 180210 bp [gnrB1 aac(6')-Ib - arr-2, catB Si EUA Humano Long etal |NZ CP020842
- 2750 bp |qnrB19 ; ; ; No Caribe | Humano He”dekx e | Nz MT560070
IncR | 50182 bp |gnrB4 StrA, strB blaDHA-1 ?Z’EA’ mst(E), mph(E), No EUA Humano | Guoetal. | KT225462
blaNDM-1,
IncHI1B-like| 267242 bp [gnrB1 aac(6')-1b blaCTX-M-15, |catB3 Si Marruecos | Humano |Carattolietal.| JN420336
blaOXA-1




Busqueda de posibles promotores.

Domokos y colaboradores, en 2019, utilizando PCR cuantitativa, midieron los
grados de expresion relativa (GER) de genes gnr. Determinaron que la cepa Kpn33
expresaba 9.74 veces el gen gnrB4, la cepa Kpn125 present6 3.75 veces expresion
del gen gnrB4, mientras que para Kpn47 se determinaron 2.34 veces el gen qnrB1.

El gen control utilizado fue rpoB.

Por esta diferencia en los GER es que se procedi6 a buscar los posibles promotores
de los genes qgnr, con el objetivo de determinar si existian diferencias que pudieran
explicar las variaciones de su expresion reportadas por el trabajo de Domokos. Para
realizar la busqueda, se utilizaron dos bases de datos: Bprom y Vitual footprint de
PRODORIC.

Posibles promotores para qnrB4.

En las cepas Kpn33 y Kpn125, con qnrB4, se encontraron los mismos resultados en
ambas bases de datos al contener la misma secuencia. Se introdujo la secuencia
de gnrB4 junto con 100 pb rio arriba para realizar el andlisis, sin embargo, no se

encontraron resultados, pues ninguna base de datos predijo promotor alguno.

Esto llevé a ampliar el rango de busqueda, asi incluyendo la secuencia de
nucleotidos del gen pspF, rio arriba de nuestro gen de interés, junto con otras 100
pb rio arriba de éste ultimo gen, suponiendo que el promotor de gqnrB4 pudiera
encontrarse mas alejado del codon de inicio de la proteina, y no a una posicion -10,
-35.

En ambas cepas, Bprom predijo 3 posibles promotores para gnrB4 (1. -10
GGCGAAATT/-35 TTGCAA; 2: -10 CGATATCAT/-35 TTCCCC; 3: -10
GGGTAAATT/-35 TTACCT) (Figura 15A), dos de ellos (1 y 2) se encontraron dentro
de la secuencia del gen pspF. El tercero, se encuentra rio arriba de pspF,
haciéndonos suponer que seria el promotor de dicho gen, sin embargo, no se puede
descartar que este mismo promotor sea el responsable de la expresion de qnrB4,
pues ambos genes se codifican en la misma direccion y no estan tan alejados uno
de otro (Figura 15C).



A) Q)

TCACGATGTCGGCAAAACGAGAAAAAATACCCATAATGTAATCCTCACTTACTGTTCTGATATCGGGCAATG

= UCERE SRl CCCTGCTGCTGTTCTAATGCACTTCGCATGCCAACTTTTTAATTCATTGAAATATTTGAAAATAACTAATTTTA
Length of sequence-— 1920
Threshold for promoters — 0.20 CCTGTCGGGATAAATAGGGTAAATTGGTGAATAACACTAACAAATGGTGAATTTCATCATGGCAGGATACA
Number of predicted promoters - 5 AAGATAATCTGCTGGGCGAAGCGAACAGCTTTATTGAAGTGCTGGAGCAGGTTTCTCGTCTCGCGCCGCTG
Pfgmg ter Pos: 17 fi . T34 DF- 6.36 e GATAAACCTGTGCTGGTCATTGGGGAACGAGGAACAGGGAAAGAGCTTATCGCCAACCGCCTGCACTACCT
— ox at pos. 1 GGGTAAATT Score
e i ot o B 53  CTCAACCCGTTGGCAAGGCCCGTTTATTTCACTTAACTGCGCCGCGCTCAACGAARATITACTTGATTCCGAA
Promoter Bos: 1478 LDF- 3.74 CTCTTTGGGCACGAAGCGGGCGCCTTTACCGGCGCGCAGAAACGTCACCCAGGTCGGTTCGAGCGCGCCG
-10 box at pos. —T463 AGTTGTGAT Score 34  ATGGCGGCACACTGTTTCTTGATGAACTGGCAACCGCCCCGATGCTGGTACAGGAAAAACTGCTGCGCGTT
;3 5 b«zx a; pPos. . ‘(1)471 4 i D;:‘T GA§A3 ) Score 25  ATTGAGTACGGAGAGCTGGAACGCGTAGGCGGTAGCCAACCTCTGCAGGTCAATGTAAGACTGGTTTGCG
romoter os: — -
210 box at pos. —T092 GGCG o e 55  CAACCAACGCCGACCTGCCACGCATGGTGAGTGAAGGCACGTTCCGCGCCGACCTGCTGGATCGTCTGECC
TAL i A i 50 e S 55 TmeaceTeeTeCAACH il coTracaceaaceTcar Gl TAATeGCTGAACATTTTGCC
Promoter Pos: 771 LDF- 2.20 ATTCAGATGTGCCGTGAGATCGGGTTACCGTTGTTTCCTGGGTTCACCGATGAGGCCAAAGAAACGCTCCTC
= é o EOX a: pos. 3 i f ?g?:?ECAT gcore ng CACTACCGTTGGCCGGGCAATATTCGTGAACTGAAAAACGTCGTGGAGCGTTCGGTATACCGACACGGGAC
—35 ox a pPos. ZECC core -
ST EeNre R oEEe GE CAGCGATTACCCACTGAATGAGATTGTGATTGACCCGTTCAGGCGTCACGCCGCACCGCCGCTGGCGCAAG
-10 box at pos. 1853 AGCTACCAG Score 11 AAACCAGACATACATCAGTAACCCTACCGCTGGATCTGCGTGAATTCCAACAGCAGCAGGAGAAGGAATTT
-35 box at pos. 1832 TTGCAA Score 55  TTGCAAACCAGCTTACAGCAGGCGAAATTTAATCAGAAAAAAGCCGCTGAATTATTAGGTCTGACCTACCAT
CAACTCCGCGCATTACTGAAGAAACACCAAATTTAGCGTGCAGGGGCAGACGTTGGACGCGAGAGTTAAA
B) ACAGTTTACCATGTTGCAATCACTGTATAAAAAAACAGGTTAATCATGATGACTCTGGCGTTAGTTGGCGAA

‘ AAAATTGACAGAAACAGGTTCACCGGTGAAAAAGTTGAAAATAGCACATTTTTCAACTGTGATTTTTCGGGT
m GCCGACCTTAGCGGCACTGAATTTATTGGCTGCCAGTTTTATGATCGAGAAAGTCAGAAAGGATGTAATTTT
AGTCGCGCTAACCTGAAAGATGCCATTTTCAAAAGTTGTGATCTCTCCATGGCTGATTTCAGGAATATCAAT
GCGCTGGGAATCGAAATTCGCCACTGCCGGGCACAAGGGTCAGATTTTCGCGGCGCAAGTTTTATGAATAT
GATCACCACCCGCACCTGGTTTTGTAGCGCCTATATCACCAATACCAACTTAAGCTACGCCAACTTTTCAAAA
GTCGTACTGGAAAAGTGCGAGCTGTGGGAAAACCGCTGGATGGGTACTCAGGTGCTGGGCGCAACGTTCA
GTGGATCAGACCTCTCTGGCGGCGAGTTTTCATCCTTCGACTGGCGAGCAGCAAACGTTACGCACTGTGATT
TGACCAATTCGGAACTGGGCGATTTAGATATCCGCGGGGTTGATTTGCAAGGCGTCAAACTGGACAGCTAC

CAGGCATCGTTGCTCCTGGAACGTCTTGGTATCGCTGTCATGGGTTAATGTTCAGGGAGCGG 5
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Figura 15. Posibles promotores para gnrB4. Cepas Kpn33 y Kpn125. A) Promotores predichos por
Bprom: Siendo 3 promotores los posibles para gnrB4. B) Promotores predichos por PRODORIC: Las tres
predicciones fueron en sentido negativo a nuestra secuencia, no afectando la expresién de gnrB4.

C) Los promotores fueron sefialados dentro de la secuencia de acuerdo a los colores amarillo, gris y
morado. Se sefiala con rojo la secuencia de gnrB4 y con verde la de pspF, el color negro representa
secuencias intergénicas.

En el caso de PRODORIC se predijeron 3 posibles promotores, sin embargo, la
base de datos los encontr6 en sentido negativo a las secuencias, por lo que no
podrian ser los responsables de iniciar la transcripcion de qnrB4 (Figura 15B).
Curiosamente, aunque ambas cepas predicen los mismos promotores, tienen
diferentes GER.

Promotores para qnrB2.

En CM155, Bprom predijo dos posibles promotores para el gen gnrB2 (1: -10
GTTTACCAT/-35 TTGACG; 2: -10 GGCTGTAAT/-35 TTGCCC) (Figura 16A). Sin
embargo, seria el primero (1) el mas probable debido a la localizacién en la que se
encuentra, y en este promotor se observa la presencia de una secuencia de union
al regulador LexA. El segundo esta a una distancia considerable y se localiza dentro
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de la secuencia que compone el gen q a ¢ aHidho gen se encuentra incompleto,
al igual que pspF, y no existe secuencia intergénica entre ambos genes (Figura
16C).

PRODORIC sdlo determin6 una prediccion en sentido positivo, y esta se localiza en
la secuencia intergénica entre pspF y gnrB2. Aunque no se encuentra a -10 del

primer codon (Figura 16B).

9]

A) AATGCTAGGCATGATCTAACCCTCGGTCTCTGGCGTCGCGACTGCGAAATTTCGCGAGGGTTTCCGAGAAG
GTGATTGCGCTTCGCAGATCTCCAGGCGCGTGGGTGCGGACGTAGTCAGCGCCATTGCCGATCGCGTGAA

> test s SaliSes GTTCCGCCGCAAGGCTCGCTGGACCCAGATCCTTTACAGGAAGGCCAACGGTGGCGCCCAAGAAGGATTTC

Length of sequence- 1980 CGCGACACCGAGACCAATAGCGGAAGCCCCAACGCCGACTTCAGCTTTTGAAGGTTCGACAGCACGTGCAG
Threshold for promoters - 0.20 CGATGTTTCCGGTGCGGGGCTCAAGAAAAATCCCATCCCCGGATCGAGGATGAGCCGGTCGGCAGCGACE
Number of predicted promoters - 3 COGCTCCGTCGCAAGGCGGAAACCCGCGCCTCGAAGAACCGCACAATCTCGTCGAGCGCGTCTTCGGGTCG
p . Poa: 1306 LDF- 4.53 AAGGTGACCGGTGCGGGTGGCGATGCCATCCCGCTGCGCTGAGTGCATAACCACCAGCCTGCAGTCCGCCT
onoECy - : < CAGCAATATCGGGATAGAGCGCAGGGTCAGGAAATCCTTGGATATCGTTCAGGTAGCCCACGCCGCGCTTG
-10 box at pos. 1291 GTTTACCAT Score 49 AGCGCATAGCGCTGGGTTTCCGGTTGGAAGCTGTCGATTGAAACACGGTGCATCTGATCGGACAGGGCGT
-35 box at pos. 1270 TTGACG Score 60 CTAAGAGCGGCGCAATACGTCTGATCTCATCGGCCGGCGATACAGGCCTCGCGTCCGGATGGCTGGCGGE
SreTeher e 1708 LDF- 2.00 CGGTCCGACATCCACGACGTCTGATCCGACTCGCAGCATTTCGATCGCCGCGGTGACAGCGCCGGCGGGGT
; . CTAGCCGCCGGCTCTCATCGAAGAAGGAGTCCTCGGTGAGATTCAGAATGCCGAACACCGTCACCATGGCG
-10 box at pos. 1693 ATCTAAGCT Score 4 3 C6GCCTCCGCAGCGACTTCCACGATGGGGATCGGGCGAGCAAAAAGGCAGCAATTATGAGCCCCATACCT
-35 box at pos. 1672 GTGCAT Score 17 acanaceeccAcGeATCAAGCTTRIGBBBATGAAGCAACCAGGCAATBBBIGHARITATGACGACGCCGAG
Promoter Pos: 982 LDF- 1.40 TCCCGACCAGACTGCATAAGCAACACCGACAGGGATGGATTTCAGAACCAGACGCAGCCGCAGGCGCCGG
-10 box at pos. 967 GGCTGTAAT Score 47 AAACTAAACCGAT o o
_ . c c ‘
35 box at pos 943 TTGCC Score 99 ¢ ATTTAACGCACATTTGCAGATGTHRIIIGGCGGATTTGACG

CATAACCTCATCAGGGTTTACCATGACGCCATTACTGTATAAAAAAACAGGCACAAAATATGGCTCTGGCAC
TCGTTGGCGAAAAAATTAACAGAAACCGCTTCACCGGTGAGAAAATTGAAAATAGTACATTTTTTAACTGTG
= ATTTTTCAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTGAAAGCCAGAAAG
m LY GGTGCAATTTTAGTCGTGCGATGCTGAAAGATGCCATTTTTAAAAGCTGTGATTTATCCATGGCGGATTTTC

memmn GCAATGCCAGTGCGCTTGGCATTGAAATTCGCCACTGTCGTGCGCAAGGCGCAGATTTTCGCGGCGCAAGT

0 ..I'_ TTTATGAATATGATCACTACTCGCACCTGGTTTTGCAGTGCATATATCACTAACACAAATCTAAGCTACGCCA
ATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGTTGGATGGGGGCCCAGGTACTGGG
CGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCAAACTTCAC
ACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTCGGCGCGTTGATTTACAAGGCGTTAAGTT
" GGACAACTACCAGGCATCGTTGCTCATGGAACGTCTTGGCATCGCGATTATTGGCTAGT
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Figura 16. Posibles promotores para gnrB2. Cepa CM155. A) Promotores predichos por Bprom: Siendo
dos promotores los posibles para gnrB2. B) Promotores predichos por PRODORIC: la Unica prediccién
en sentido positivo podria ser el promotor de gnrB2. C) Los promotores fueron sefialados dentro de la
secuencia de acuerdo a los colores amarillo, gris (Bprom) y rosa (PRODORIC). Se sefiala con rojo la
secuencia de gnrB2, con verde la de pspF y morado gacAE1, el color negro representa secuencias
intergénicas.

Promotores para qnrB1.

En la cepa Kpn47, encontramos 2 predicciones posibles de promotores para gnrB1
(1: -10 GTTTACCAT/-35 TTGACG; 2: -10 AGATCGGAT/-35 TTGCCA) dadas por
Bprom (Figura 16A). Una de ellas (1) se encuentra en una posicion adecuada para
tratarse del responsable para iniciar la transcripcion del gen de interés (Figura 17C).



Igualmente, podemos observar un sitid6 de union a LexA, como sucede en qnrB2
(Figura 17A).

En el caso de PRODORIC no se determiné ningun posible promotor, pues dos
predicciones se encuentran en sentido negativo a la secuencia y el inico en sentido

positivo se localiza dentro de la misma secuencia de gnrB1 (Figura 17B).

A)
> test sequence
Length of sequence- 2.9
Threshold for promoters - 0.20 c)
Number of predicted promoters - 3
Promoter Pos: 608 LDF- 4.47 ATTGCCAGATCTGGAGGAGCTTATGCGCTCAATCGAGGGATATTTACCCGTCAGCGAAAAGTAATACCCCT
-10 box at pos. 593 GTTTACCAT Score 49
-35 box at pos. 572 TTGACG Score 60 CTGGAGGCCACGGACGGCGCGGCCTCCAGAGCACTTTGTCG GGACGGAAAATCCCTAGAACCCCAT
Promoter Pos: 955 LDF- 1.97
210 box at pos. 570 GCAATATGAT Score 49 TITGCCATTCAGATGTGCCGCGAGATCGGATTACCTCTGTTTCCGGGTTTTAGTGCCGAGGCCAGAGAAACT
-35 box at pos. 919 TTTCCG Score 36 CTCCTCCACTACCGTTGGCCGGGCAATATTCGTGAACTGAAAAACGTCGTGGAGCGATCCGTTTACCGGCAT
Promoter Pos: 180 LDF- 1l S5
-10 box at pos. 165 AGATCGGAT Score 6 GGAACCAGTGATTACCCGCTGGATGAGATAATCATTGACCCCTTCCGCCGCCACACTACTCAGCCGCAGGC
EboxieRes L GCCGGAANCTAAACCGATGTCTGTAGGGTTACCGCTGGATCTGCGTGAATTCCAGCAGCAGCAAGAGAAA
Oligonucleotides from known TF binding sites: GACTTTCTACAAACCAGCTTACAGCAGGCAAAATTTAACCAGAAAAAAGCCGCTGAATTACTGGGTCTGACT
For promoter at 608: TACCATCAGCTTCGCGCTTTGCTGAAAAAACACCAGATTTAACGCACATTTGCAGATGTCATATTGGCGGAT
phoB: ACGCATAA at position 575 score - 7 |EEERcaTanccreATCAGG A COCCATTACTGTATARAAAACAGGTACAAATATGGCTCTG
lexA: TACTGTAT at position 610 Score - 9

No such sites for promoter at 955 GCACTCGTTGGCGAAAAAATTGACAGAAACCGTTTCACCGGTGAGAAAATTGAAAATAGTACATTAATTTTA
For promoter at 180:

rpoDl7: AGATCGGA at position 165 Score. — - ACTGTGA CAGGTGCCGACCTGAGCGGCACTGAATTTATCGGCTGTCAGTTCTATGATCGTGAAAGCC

B) AGAAAGGGTGCAATTTTAGTCGTGCGATGCTGAAAGATGCCATTTTTAAAAGCTGTGATTTATCCATGGCG

‘ GATTTTCGCAATTCCAGTGCGCTGGGCATTGAAATTCGCCACTGCCGCGCACAAGGCGCAGATTTCCGCGG
IE_ CGCAAGCTTTATGAATATGATCACCACGCGCACCTGGTTTTGTAGCGCATATATCACGAATACCAATCTAAG
% 0 = n CTACGCCAATTTTTCGAAAGTCGTGTTGGAAAAGTGTGAGCTGTGGGAAAACCGTTGGATAGGTGCCCAGG

TACTGGGCGCGACGTTCAGTGGTTCAGATCTCTCCGGCGGCGAGTTTTCGACTTTCGACTGGCGAGCAGCA
AACTTCACACATTGCGATCTGACCAATTCGGAGTTGGGTGACTTAGATATTCGGGGCGTTGATTTACAAGGC
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Figura 17. Posibles promotores para gnrB1. Cepa Kpn47. A) Promotores predichos por Bprom: Siendo
dos promotores los posibles para gnrB1. B) Promotores predichos por PRODORIC: Dos predicciones se
encuentran en sentido negativo a nuestra secuencia; la Unica en sentido positivo no es viable al estar
dentro de la secuencia de gnrB1. C) Los promotores fueron sefialados dentro de la secuencia de
acuerdo a los colores amarillo y morado. Se sefiala con rojo la secuencia de gnrB1 y con verde la de
pspF, el color negro representa secuencias intergénicas.
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9. DISCUSION.

Las infecciones microbianas son la causa lider de mortalidad y morbilidad en paises
en vias de desarrollo. Esta problemética es dificil de combatir debido a la presencia
de un alto indice de resistencia a antibidticos entre los diferentes patdégenos que
causan estas infecciones. Actualmente, el grupo ESKAPE, al que pertenece K.
pneumoniae, es considerado un problema de salud publica mundial debido a su alta
incidencia causando infecciones dentro de los hospitales, siendo dificiles de
manejar (Wyres et al., 2018)

En este estudio se trabajé con 65 cepas de K. pneumoniae recuperadas de
diferentes instituciones de salud en los estados de Puebla y Ciudad de México.
Dichas cepas fueron aisladas de pacientes cursando una IAAS. K. pneumoniae es
uno de los microorganismos mas comunes causando este tipo de infecciones. Tan
solo en México, es el segundo agente patdbgeno mas comun en causar brotes

intrahospitalarios y el tercero en causar IAAS (RHOVE, 2015).

Los aminoglucésidos se encuentran entre los antibidticos mas frecuentemente
usados para tratar infecciones causadas por Gram-negativos (Nasiri et al., 2018).
K. pneumoniae ha adquirido mecanismos de resistencia a esta clase de antibiéticos
mediada por plasmidos, entre los que encontramos enzimas modificadoras de
aminoglucésidos, como genes aac (acetilasas), ant (nucleotidiltransferasas) o aph
(fosfotrasferasas) o incluso genes de la familia armA, que metilan la region 16 SARNr
(Wang et al., 2020).

El 58.46% (38/65) de las cepas estudiadas presentaron resistencia o susceptibilidad
reducida a amikacina (AN). De estas cepas solo 26.15% (17/65) fueron resistentes
(Pérez-Sanchez, 2020); sin embargo, el nimero es elevado en comparacion de
otros estudios realizados en otros paises, como uno en China, con 217 cepas de K.
pneumoniae, de las que solo <2% fueron resistentes a AN (Keshi et al., 2019). No
obstante, en un estudio en México, el porcentaje de resistencia a este antibiético se
incrementa a un 14% de resistencia en un total de 207 cepas (Gallegos-Miranda et

al., 2019). Estos resultados concuerdan con los analisis de vigilancia de antibiéticos
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de la OMS, donde se muestra que en los paises en vias de desarrollo se presenta

un mayor indice de resistencia a los antibiéticos (OMS,2016).

Tampoco podemos olvidar que el 32.3% (21/65) de las cepas presento
susceptibilidad reducida a AN (Pérez-Sanchez, 2020). Es un gran problema que se
presente este fendmeno de resistencia, pues la AN es uno de los antibidticos que
se propone en combinaciones sinérgicas para combatir infecciones causadas por
K. pneumoniae MDR, utilizando un tratamiento conjunto de ceftazidima-avibactam
con AN (Mikhail et al., 2019). También se ha propuesto combinar fosfomicina con
AN para tratar infecciones de K. pneumoniae portadoras de carbapenemasas, sin
embargo, debido a los altos indices de Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) que
reportan las cepas hacia AN, los resultados no son favorables (Erturk Sengel et al.,
2020).

En contraste a los resultados de AN, la resistencia en las cepas a tobramicina (NN)
y gentamicina (GM) es considerablemente mayor, con un 93.84% (61/65) y 87.69%
(57/65) respectivamente (Pérez-Sanchez, 2020). En estudios en el continente
asiatico se observa este mismo fenomeno (Keshi et al., 2019). Se ha demostrado
gue la resistencia a GM ha aumentado en los ultimos afios. En Taiwan se observo
gue hubo un incremento de resistencia a GM, en cepas de K. pneumoniae, del 4%
al 19% entre el 2014 y el 2016 (Chen et al., 2020). Los porcentajes de resistencia a
GM y NN que presentaron las cepas utilizadas en este estudio, también son
mayores a los reportados por otro estudio en México, donde con 207 cepas de K.
pneumonie se reportaron 59% resistentes a NN y 58% a GM (Gallegos-Miranda et
al., 2019).

La resistencia a GEN en las cepas que se trabajaron (Pérez-Sanchez, 2020); es
mayor a la reportada en otros paises (Keshi et al., 2019), donde incluso, en ciertos
lugares, como el Reino Unido, la GEN es aun considerada efectiva para el
tratamiento de infecciones por K. pneumoniae debido a la susceptibilidad

presentada al antibiotico (Moradigaravand et al., 2019).

Al realizar la busqueda de los genes que podrian estar involucrados en la

resistencia, se encontraron los genes de resistencia a aminoglucésidos a a c l6yod )



aac(3)-1l en 51/ 63 (80.9%) y 47/63 cepas (74. 6%), respectivamente. Estos datos
concuerdan con un estudio en Turquia, donde a a c (lBydaac(3)-lla son las EMA
mas frecuentes en ser detectadas en cepas de E. coli y K. pneumoniae (Cirit et al.,
2019). De igual forma, en Iran, un estudio con 130 cepas de K. pneumoniae, obtuvo
que el 91.5% (119) y el 78.5% (102) presentaban los genes a a c {lloyNjac(3)-lla,

respectivamente (Nasiri et al., 2018).

La A AC(-1b,6probablemente es la EMA clinicamente mas relevante y es
responsable de la resistencia a AN, principalmente, aunque también se ha visto que
algunas variantes son capaces de inactivar otros aminoglucésidos, como
gentamicina (Ramirez y Tolmasky, 2010). En este estudio, se observé que 24 cepas
de las 51 positivas a a a ¢ (llBpdesentaban un fenotipo de susceptibilidad a AN,
este fendbmeno podria explicarse si el gen no estuviera siendo transcrito debido a
factores en su entorno genético, o a que la proteina no es funcional, sin embargo

serian necesarios mas experimentos para poder comprobarlo.

Por otro lado, AAC(3)-Il confiere resistencia a GM y NN, junto con otros
aminogluc-sidos como n<titl mnetmnd mi i fRami di ba
N-etilnetilmicina (Ramirez y Tolmasky, 2010). Todas las cepas positivas al gen que

codifica para esta proteina en el estudio presentaron resistencia a NN y GM.

Sin embargo, se obtuvieron 9 cepas con resistencia a AN pero negativasaa a c ¢ 6 0 )
Ib mientras que 10 cepas fueron negativas a aac(3)-1l, a pesar de tener resistencia
a GM y NN. Aun asi, no podemos olvidar la participacién de otros mecanismos de
resistencia a aminoglucésidos que podrian estar contribuyendo al fenébmeno de
resistencia, como EMA de otras clases reportadas en K. pneumoniae, del tipo
fosfotransferasa, como aph(3')-llla, o del tipo nucleotidiltransferasa, como ant(4)-la
(Nasiri et al., 2018). También mutaciones en la subunidad 16S en los ribosomas
bacterianos podrian contribuir al fendmeno de resistencia a esta familia de
antibioticos; o en el caso de las cepas con resistencia a NN y GM sin el gen aac(3)-
II, podrian estar portando diferentes variantes de a a c {lGgg contribuyen a la
resistencia a estos antibiéticos, como la variante a a c €816 que confiere

resistencia a GM (Ramirez y Tolmasky, 2010; Navon-Venezia et al., 2017).
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Por otro lado, los determinantes de RQMP son considerados un factor clave en
mediar la resistencia a fluoroquinolonas, no s6lo en K. pneumoniae, sino también
en otras especies de Enterobacterias. Dentro de estos determinantes encontramos
a los genes que codifican para unas proteinas que protegen a los blancos

farmacoldgicos de la union a quinolonas, conocidos como gnr (Wang et al., 2020).

De las 65 cepas iniciales, el 84.61% (55/65) mostro resistencia o susceptibilidad
reducida a la familia de las quinolonas. Especificamente, el 64.51% (42 cepas) a
LVX, el 81.53% (53 cepas) a NOR, y el 84.61% (55 cepas) a CIP y NA. La resistencia
a ciprofloxacino es similar a la reportada en un estudio en México donde Gallegos-
Miranda et al., reporté que el 88% (N=207) de las cepas fue resistente a esta

fluoroquinolona (Gallegos-Miranda et al., 2019).

Debido a la resistencia encontrada, se buscaron los determinantes de RQMP gnrA
y gnrB, en 55 cepas. Ninguna cepa fue positiva al gen gnrA. No obstante, en el
90.9% (50/55 cepas) se encontro el gen gnrB. En Latinoamérica, gnrB es el segundo
gen mas reportado para RQMP en Enterobacterias (Vieira et al., 2020). En
diferentes estudios se ha reportado a gnrS como la variante de los genes gnr mas
reportada en K. pneumoniae, o se reporta en conjunto con gnrB, incluso en cepas
hipervirulentas (Khairy et al., 2020; Gallegos-Miranda et al., 2019; Liu et al., 2019)

por eso, la busqueda de gnrS también podria ser ensayada en un futuro.

Cinco cepas en este estudio mostraron resistencia o susceptibilidad reducida a las
quinolonas utilizadas, pero no presentaron ninguno de los determinantes de RQMP
buscados. Sin embargo, 4 de estas cepas mostraron resistencia conjunta a
aminoglucésidos y quinolonas, siendo positivas al gen a a ¢ (Il poy lo que se
podria estar tratando de la variante a a c¢ €llBc6, fjue contribuye a la resistencia a
CIP. Es necesario en posteriores estudios manda a secuenciar los genes para
determinar si se trata de esta variante. No se puede descartar esta posibilidad, ya
que, se ha observadoaa a c {lBcécpmo el determinante de RQMP mas reportado
en Enterobacterias en Latinoameérica (Vieira et al., 2020), incluyendo a México
(Gallegos-Miranda et al., 2019).
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Hablando de los entornos genético, existen pocos estudios de epidemiologia
molecular enfocados en los mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas en K.
pneumoniae (Nagasaka, 2015). Por otro lado, debido a la contingencia sanitaria
vivida en todo el mundo y al paro de actividades presenciales en la universidad, se
procedio a hacer el estudio bioinformético de secuencias genéticas de cepas de K.
pneumoniae. De las secuencias estudiadas, cuatro habian sido descritas en un
proyecto de Domokos y colaboradores, reportando determinantes de RQMP y de
resistencia a aminoglucosidos. Adicionalmente, analizaron la expresion de los

genes gnr. Dichas secuencias fueron obtenidas de la base de datos ENA.

También se trabajé con dos secuencias de K. pneumoniae, una portadora del gen
gnrB2 y otra del gen a a c ¢lBcd Ponadas por la D.C. Ma. Elena Lépez Bello. Por
altimo, se obtuvieron dos secuencias de plasmidos aislados de K. pneumoniae de
la base de datos del NCBI, uno portaba el gen gqnrB1 y otro el gen qnrB2. Se trabajé
con todas estas secuencias para observar y comparar los entornos genéticos que
rodeaban a las diferentes variantes de los genes gnr, asi como de los genes a a ¢ ¢
Ib-cr, aac(3)-1l y a a c (I6 €oh la intencion de encontrar los elementos genéticos
movilizables involucrados en la diseminacion de estos determinantes de resistencia.
También, se hizo la busqueda de los posibles promotores de los genes gnr de las
secuencias que los portaban, para observar si la expresion relativa podia verse

influenciada por los posibles promotores que se encontraran.

La capacidad de las bacterias para adquirir y diseminar resistencia a antibioticos por
medio de transferencia horizontal de genes, en estructuras como transposones,
integrones o plasmidos, contribuye en el incremento de los fenotipos de MDR
(Kaushik et al., 2018).

Un integron es un elemento genético bacteriano compuesto de regiones
conser v aRBQys -BEba8i como regiones variables compuestas por casetes
de genes de diferentes tipos, siendo los mas relevantes, genes que codifican para
mecanismos de resistencia a antibioticos. Se han descrito 5 clases de integrones,

pero las clases 1, 2 y 3 son conocidos como integrones de multidrogoresistencia,
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relevantes en la resistencia a antibiéticos en el grupo de las Enterobacterias (Rui et
al., 2018; Kaushik et al., 2018; Marquez et al., 2008).

En la estructura convencional de unintegronclasele ncont r amoRCeptdae | a 56
compuesta por un gen intll que codifica para una integrasa y sitios de
recombinacion attl, mi e nt r a sRC gqoantiene B genes q a ¢ aESLIL (Roy et

al., 2011). Por otro lado, las secuencias de insercibn que contienen regiones

comunes 1 (ISCR1) son elementos genéticos similares a I1IS91 que movilizan

secuencias de ADN adyacentes por medio del mecanismo conocido como

replicacion de circulos rodantes (Rui et al., 2018; Kaushik et al., 2018; Wang et al.,

2012).

La asociacion de un integron Clase 1 con una ISCR1 da lugar a una estructura
genética larga conocida como Integron Clase 1 Complejo o Inusual (IC1C),
contando con un a-R€@pietali2018). Bn esteestudia, lo8génes
gnrB4 (Kpn33 y Kpn125) y qnrB2 (CM155 y el plasmido pJIE137) estan dentro de
un IC1C.

En las secuencias de Kpn33 y Kpnl25, en el casete de genes después de ISCR1
del IC1C, encontramos a qnrB4 flanqueado por los operones sap y psp, asociados
rio abajo con el gen blabHa-1, que codifica para una betalactamasa del tipo AmpC.
Se han descrito estructuras similares a la encontrada en este trabajo en otros
plasmidos de K. pneumoniae en paises como Francia (plasmido pNMDHA,
GenBank: GU943791.1; Guo et al., 2016: plasmido pKPS30: KF793937.1) o
regiones asiaticas (plasmido pM16-13, GenBank: KY751925.1) (Anexo 6). Esta
tendencia, también se ha observado en secuencias rio abajo de ISCR1 en
enterobacterias como Enterobacter hormaechei subsp. oharae en Brasil (Carvalho-
Assef et al.,, 2014: GenBank: KF646592.1). En otros trabajos, también se han
reportado los mismos genes en una posicion invertida, de forma que se encuentran
como: | S CHRQ, pblanid@-ampR, el operon psp y qnrB4, pero faltando el operon
sap. Esta estructura forma un cluster conocido como armA-blapna-1-qnrB4, posible

resultado de la transposicién por circulos rodantes de ISCR1, siendo observado en
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plasmidos aislados en EUA y China (Guo et al., 2016: plasmido pYDC67, GenBank:
KT225462.1).

En cuanto a la region variable entre intilLy | a p r-RCien tagce@m®Kpn33 y
Kpnl25, encontramos los genes dfrAl2 y aadA2, que se han reportado en
Integrones Clase 1 en K. pneumoniae (GenBank: HM569734.1), E. coli (GenBank:
JN108892.1) e incluso en otras bacterias como Vibrio cholerae (Thungapathra et
al., 2002).

Sin embargo, la estructura completa del IC1C encontradas en este trabajo, en las
cepas Kpn33 y Kpnl25, no se habia descrito en ninguna bacteria. Hasta el momento
no se habia asociado a la variante gnrB4 con dfrA12 y aadA2 dentro de un IC1C.
Solo en bacterias como Proteus mirabilis, se ha observado a dfrA12 y aadA2 dentro
de un IC1C, pero asociados a gqnrAl (GenBank: MT585156.1, GQ891753.1).

En la cepa CM155 y el plasmido PJIE137 (portadores de gnrB2) la regién variable
después de ISCRL1 es idéntica entre ambas secuencias: el operdn sap se encuentra
incompleto con solo una parte de sapA, el operon psp tampoco se haya presente y
sblo se observa parte de la secuencia de pspF cortando el gen q a ¢ ae@ella
segunda 3 ®RC. Esta misma estructura se describe en otras secuencias de K.
pneumoniae aisladas en Corea (GenBank: CP052289.1), Australia (GenBank:
AJ609296.3), EUA (GenBank: JX193301.1) y Taiwan (GenBank FJ943244.1).

Sin embargo, la regién variable entre intlL ' y | a p r-RGnes rdiferended En
pJIE137 encontramos dfrAl2 y aadA2, siendo el primer reporte de estos genes
asociados con gqnrB2. En CM155, se reporta dfrA25. Toda la estructura del IC1C en
CM155 se ha reportado en otras Enterobacterias como E. coli (GenBank:
CP081648.1) Salmonella enterica subsp enterica serovar Thiphymurium (GenBank:
MN241904.1), Citrobacter farmeri (GenBank: CP081316.1) y K. michiganensis
(GenBank: CP081352.1), al igual que en otras Gram-negativas como P. mirabilis
(GenBank: KJ186154.1).

Por otra parte, los Transposones (Tn), son elementos de ADN que pueden moverse
de un sitio de una molécula de ADN a otro, o incluso a otra molécula de ADN
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diferente. Existen 4 categorias dentro de los transposones bacterianos: Secuencias
de insercion, Transposones compuestos, Transposones no compuestos y el fago
Mu transponible (Babakhani y Oloomi, 2018). De estos, las secuencias de insercion
son los elementos genéticos moviles autbnomos mas simples en el genoma
bateriano (He et al., 2015). Una secuencia de insercién recurrente en los entornos
observados en este trabajo es 1S26, que juega un papel importante en la evolucion

de la resistencia a antibioticos en los Gram-negativos (Pong et al., 2021).

En los entornos descritos alrededor de qnrBl, en Kpn47 y el plasmido
pRIVM_CO014906_2 encontramos a los genes rodeados de secuencias de insercién
y transposones. Lo mismo sucede en los entornos de los genes a a ¢ €lbG &g (3)-l1
y a a c ¢(lbsch )Sin embargo, a a c ¢(lbécd Jambién se ha observado en K.
pneumoniae en estructuras como integrones (GenBank: KJ511462.1) o IC1C
asociados a qnrB6 (GenBank: EF636461.1). El gen a a c (b6 @o) su parte, se ha
descrito en IC1C (GenBank: MW266061.1) o en transposones como Tnl1331
(GenBank: M55547.1).

Por otra parte, los plasmidos portadores de genes de resistencia, también juegan
un papel importante en el origen de la adquisicibn de estos determinantes en
bacteria patogénicas, tanto de la comunidad como hospitalarias, siendo estas
estructuras ADN extracromosomal capaces de ser transferidos de forma horizontal
(Caratolli et al., 2013).

Originalmente, la resistencia a quinolonas se atribuia a mutaciones cromosomales
en los genes de las topoisomerasas bacterianas y/o a la regulacion en la expresion
de bombas de eflujo (Park, 2006). Pero en 1998, se describi6 el plasmido pGM252,
con un locus de resistencia a quinolonas, que fue designado como qgnr, que
resultaria ser un gen codificante para una proteina que adoptaria ese nombre
(Martinez-Martinez et al., 1998).

El grupo IncF es uno de los tipos mas frecuentes de plasmidos, jugando un papel
importante en la diseminacion de genes de resistencia y virulencia en las
enterobacterias (Dolejska et al., 2013). Este grupo fue identificado en 4 de los

plasmidos circulares y completos de K. pneumoniae reportados en el NCBI.
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Adicionalmente, esta familia ha sido descrita diseminando otros genes de
resistencia a otras familias de antibiéticos, como aminoglucdsidos y betalactamicos,

como el gen blactx-v (Kaplan et al, 2015).

Los plasmidos del grupo IncR, han sido descritos recientemente y alrededor del
mundo, principalmente en enterobacterias, portando multiples genes de resistencia
(Guo et al., 2016), siendo reportados como contenedores principales de blacTtx-m-15
entre cepas de K. pneumoniae (Hennequin et al., 2018), microorganismo en el cual
se ha diseminado especialmente bien, en cepas pertenecientes a los ST258y ST11,
a este ultimo grupo pertenecen las cepas Kpn33 y Kpnl25 (Guo et al., 2016;
Domokos et al., 2019). Este grupo podria asociarse a la diseminacién de la variante
gnrB4 (Guo et al., 2016; Hennequin et al., 2018; Domokos et al., 2019), aunque

dicha variante también se ha reportado en plasmidos del tipo IncL/M.

El grupo IncL/M es conformado por plasmidos conjugativos de amplio rango de
hospederos identificados en Enterobacterias clinicamente relevantes y se han
identificado como portadores de genes BLEEs (Adamczuk et al., 2015). No solo se
ha encontrado en la especie K. pneumoniae, sino también en otras especies de este

género como K. varicola (Hennequin et al., 2018).

El grupo IncHI1B-like se considera una nueva variante de la familia IncH, y fue
descrito por primera vez en un plasmido aislado de K. pneumoniae en Marruecos
(Villa et al., 2012). Esta familia se ha observado portando genes de resistencia a
betalactamicos, aminoglucésidos y quinolonas, como los determinantes de RQMP
gnrBlya a c ¢lleed(Villa et al., 2012; Sakamoto et al., 2018; Doi et al., 2014).

Con respecto a la busqueda de posibles promotores, hay poca informacion sobre la
expresion y regulacion de los genes gnr (Da Re et al., 2009). En este estudio
determinamos la presencia de posibles promotores para los genes gqnrB1, qnrB2 y

gnrB4 por métodos in silico.

Tanto en la secuencia de gnrB1 (CM155), como en la de gnrB2 (Kpn47), los
promotores encontrados con mayor probabilidad de ser los correctos fueron Caja-
10: GTTTACCAT/Caja-35: TTGACG. Dichos resultados concuerdan con los
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reportados en otros trabajos en los que se determinaron los promotores por métodos
experimentales para qnrB2 (Da Re et al., 2009) o por métodos in silico para gnrB1
(Briales et al., 2012).

Cabe recalcar que en estas variantes, gnrB1 y qnrB2, se ha reportado una relacion
entre su expresion y la activacion del mecanismo de respuesta SOS. Lo anterior,
debido a que se encuentran sitios de union a LexA, que se considera como el
regulador central de dicha respuesta activada por el dafio al ADN (Rodriguez-
Martinez et al.,, 2016). En los resultados obtenidos por Bprom, también se
describieron los sitios de union a LexA en la secuencia intergénica entre la caja -10
del promotor y el primer codon de los genes qnrB1 y qnrB2, concordando con lo
obtenido en otros trabajos (Anexo 5) (Da Re et al., 2009; Briales et al., 2012).

Por otro lado, en las secuencias estudiadas portadoras de gnrB4 (Kpn33 y Kpn125)
no se observa el mismo fenbmeno. En ninguna de las plataformas utilizadas se
encontraron posibles promotores para los genes gnrB4. Sin embargo, al observar la
presencia del gen pspF cercano a nuestro gen de interés, y al hecho de que si se
encontré el promotor de pspF, proponemos que este pudiera ser el encargado de

influir en la expresiéon de gnrB4.

En general, el operdn psp codifica para el sistema de proteinas de shock por fagos,
un sistema que funciona como respuesta ante el estrés extracitoplasmatico, siendo
activado ante temperaturas extremas, localizacion errébnea de proteinas de
envoltura, concentracion osmotica o de etanol, e incluso a la presencia de iones
como cianuro de carbonilo m-clorofenilhidrazona (Flores-Kim et al., 2016, Darwin,
2005).

PspF es un activador d &% ehcargaBo\VA la pguladiomder asa c o
la transcripcidn del operdn psp; pertenece a la familia de activadores de proteinas

potenciadoras de unién a ADN y se trascribe divergentemente al operon psp,
utilizando un promotor par a uWrflovamvicetauLna RNA
1996; Jovanovic et al., 1997). El promotor pspF se encuentra en la misma direccion

que el gen gnrB4, y la lejania entre ambos genes no es grande, ya que son

adyacentes.
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Domokos y colaboradores describieron a las cepas Kpn33 y Kpn125, portadoras de
gnrB4, como las cepas con mayor expresion de los genes gnr. Un promotor fuerte
puede ser responsable de una expresion elevada de los genes, como sucede en el
caso de los promotores de gnrA (Jacoby et al., 2014). Por otro lado, también se ha
observado que un promotor altamente eficiente, como el que se encuentra para el
gen intl1 de un Integrén clase 1, puede regular la expresion de los genes dentro de
los casetes capturados dentro de la estructura del mismo integron, siendo la
proximidad de los casetes al promotor un importante factor que influye en el grado
de expresion de los genes: se obtiene un nivel alto de expresion si los genes de los

casetes estan mas cerca del promotor (Kaushik et al., 2018).

Hasta el momento, se ha observado en otras secuencias que el gen gnrB4 va
acompanado por pspF (GenBank: GU943791.1, KF646592.1, KY751925.1,
KF793937.1, KT225462.1). Si el promotor de pspF funciona como uno de alta
eficiencia, podria estar influyendo en la expresion de gnrB4. Sin embargo, mas
estudios serian necesarios para comprobar esto, y determinar porque existen
diferencias en los niveles de expresion, debido a que otros elementos de la region

reguladora pueden estar influyendo en la expresion de los genes.
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10. Conclusiones.

En este estudio se mostr6 la presencia de cepas de K. pneumoniae resistentes a
aminoglucésidos y/o quinolonas portadoras de genes a a ¢ (ll6obanc(3)-1, y gnrB

causantes de IAAS en diferentes instituciones de salud publica en México.

El analisis bioinforméatico mostrd la participacion de transposones/secuencias de
insercion en la diseminacion de variantes gnrB1, y por otro lado, se observo la
participacion de estructuras mas grandes, como Integrones Clase 1 Complejos
siendo acarreadores de las variantes gqnrB2 y qnrB4.

Se observaron nuevos arreglos de genes como la asociacion de qnrB4 con dfrAl12

y aadA2, dentro de un IC1C, en cepas de K. pneumoniae.

Se observé la participacion de plasmidos de diferentes grupos de incompatibilidad
en la diseminacién de los determinates gnrB, entre los que encontramos IncF, IncR,
IncL/M e IncHI1B-like.

En el andlisis de promotores, para qnrB2 y gnrB1l se encontraron posibles
promotores 7%y secuencias de unién a LexA, que se asocian con la respuesta SOS

al estrés.

Para gnrB4, no se encontraron posibles promotores cercanos; sin embargo, dada la
cercania el promotor descrito para pspF podria ser el responsable de influir en su

expresion.
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11. Perspectivas.

Determinar por secuenciacion la presencia de a a c (llBcden las cepas de
estudio del laboratorio.

Investigar la participacion en la resistencia a aminoglucosidos de otras
enzimas modificadoras, o las mutaciones en la region 16S de la subunidad
30S de los ribosomas bacterianos.

Determinar la presencia del gen gnrS en la cepas del estudio.

Buscar otros determinantes de resistencia a quinolonas mediada por
plasmidos, como gepA, ogxA y ogxB.
Realizar estudios experimentales de los posibles promotores para los

diferentes gnrB.
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12. Anexos.
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Anexo 1. Resistencia a aminoglucésidos y quinolonas. A) Numero de cepas de K.
pneumoniae con resistencia completa, intermedia o susceptibles. B) Nimero de cepas de
K. oxytoca con resistencia completa, intermedia o susceptibles.
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Anexo 2. Cepas resistentes a aminoglucoésidos y EN
Hospital regional ISSSTE, Puebla.

.
cleve Servicio Origen de acc6'-lb| acc3-ll

KpE1l MF S R R + +
KpE3 UTTP R R R + +
KpE4 I R R + +
KpE5 PEDH S R R + +
KpE6 PEDH S R R + +
KpE7 PEDH PCVC S R R + +
KpE8 MIH U R R R + +
KpE10 Nefrologia U | R R + +
KpE11 MIH u R S I - -
KpE12 I R R + +
KpE14 MIH | R R + +
KpE15 ucl I R R + +
KpE16 UROC S R R + +
KpE19 MIH S R R + +
KpE22 Nefrologia LBA | R R + +
KpE23 UROC u I S S - -
KpE25 Nefrologia U R R R + +
KpE26 PEDH PCVC R R R + -
KpE28 MIH Ex | R R - +
KpE31 CIRH S R R + -
KpE32 CIRH Hd | R R + +
KpE33 ucl LBA R R R + +
KpE38 MIH Ex R R R + +
KpE39 UCIN HCA I R R + +
KpE40 Pediatria CM S R R + +
KpE41 Ginecologia EV R R R + +
KpE42 UCIN U | R R + +
KpE44 CIRH CcLP S R R + +
KpE45 Nefrologia Cs | R R + +
KpE46 MIH LBA S R R + +
KpE47 MIH U | R R + +
KpE49 MIH LBA S R R + +
KpE50 MIH HP S R R + +
KpE52 DPCA CS S R R + +
KpES54 MF U S R R + +
KpES55 Nefrologia U S R R + +
KpE56 UROC U S R R + +
KpE58 MIH S R R + +
KpES59 MIH U | R R + +
KpE6O MIH HP I R R + +
KpE62 Nefrologia EN S R R + +
KpE64 Cirugia H S R R + +
KpEG6 UCIN LBA R R R = =
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Anexo 2. Cepas resistentes a aminoglucosidos y EMA encontrg@astinuacion)

Hospital regional ISSSTE, Puebla.
C

Origen de Fenotipo de resistencia

Servicio acc6'-lb| acc3-ll

cepario la muestra

KpE67 Cirugia HCA I R R + +
KpE68 UCIN HCA R R R = =
KpE69 UCIN CS R R R = =
KpE70 MIH S R R + +
KpE72 Nefrologial U S S S

KpE74 MIH LBA R R R

KpE75 CIRH HCA S S S

KpE76 PEDH H R R R = =
KpE77 PEDH C R R R = =
KpE78 ucCl LBA S S R + -
KpE79 ONCO cs S R R + +
KpE8O PEDH H R R R = =
KpE81 PEDH LBA R R R = =

IMSS Tlalnepantla.

Clave Origen de| __Fenotipo de resistencia__|

Servicio acc6'-Ib| acc3-ll

cepario la muestra GEN B
KpS1 Piso 6 CP H | R R + +
KpS2 Pediatria H R R R + +
KpS3 Piso 6CP H | R R + +
KpS5 Pediatria H | R R + +

Clve | ooy |OGon de]_Fenotpode esitencia

cepario la muestra
KpN29 LDP | S R + -
KpN39 TR S S R + -

Ccéllillreio Servicio I(;rrlgjgs?r acc6-lIb| acc3-ll
KpP2 Geriatria CS S S R + -
KpP6 Geriatria CSF S R R + +
KpP7 Cirugia Genera] ~ CS S R R - +
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Anexo 3 Cepas resistentes guinolonas ydeterminantes de RQMRncontradcs.

Hospital Regional ISSSTE, Puebla.
otipo de Resistencia

Clave . Origen de
cepario Serviclo 12 muestra LVX NOR NAL
KpE1 MF R R R R + -
KpE3 UTTP R R R R + -
KpE4 R R R R + -
KpES5 PEDH R | | | + -
KpE6 PEDH R R R R + -
KpE7 PEDH PCVC R | | R + -
KpES MIH U R R R R + -
KpE10 Nefrologia U R R R R + -
KpE11 MIH U R R R R + -
KpE12 R R R R + -
KpE14 MIH R R R R + -
KpE15 UcCil R R R R = =
KpE16 UROC R S 1 | + -
KpE19 MIH R R R R + -
KpE23 UROC U R R R R + -
KpE25 Nefrologia U R R R R + -
KpE26 PEDH PCVC I S (S | - -
KpE28 MIH Ex I S I | + -
KpE31 CIRH R S | | + -
KpE32 CIRH Hd R R R R + -
KpE33 ucl LBA R R R R + -
KpE38 MIH Ex R I | | + -
KpE39 UCIN HCA | S | | + -
KpE40 Pediatria CM R R R R + -
KpE41 Ginecologia EV R R R R + -
KpE42 UCIN U R S | | + -
KpE44 CIRH CLP R R R R + -
KpE45 Nefrologia CSs R R R R + -
KpE46 MIH LBA R R R R + -
KpE47 MIH U R R R R + -
KpE49 MIH LBA R R R R + -
KpES50 MIH HP R R R R + -
KpE52 DPCA CSs R R R R + -
KpE54 MF U R R R R + -
KpES55 Nefrologia U R R R R + -
KpES56 UROC U R R R R + -
KpE58 MIH R R R R + -
KpES59 MIH U R R R R + -
KpEG60O MIH HP R R R R + -
KpE62 Nefrologia EN R R R R + -
KpE64 Cirugia H | | | | + -
KpE67 Cirugia HCA R | | | + -
KpE70 MIH R S | | + -
KpE72 Nefrologia U | | S | + -
KpE75 CIRH HCA R R R R = =
KpE78 UClI LBA | S | | + -
KpE79 ONCO Ccs R | | | =




Anexo 3 Cepas resistentes @uinolonas ydeterminantes de RQMP encontrado

(continuacion)
IMSS, Tlalnepantla.

Clave - Origen de Fenotipo de Resistencia
. Servicio
cepario la muestra
KpS1 Piso 6 CP R S I I - -
KpS2 Pediatria H R S I [ + -
KpS3 Piso 6CP H I S I I + -
KpS5 Pediatria H R S R I + -

Hospital para el Nifio Poblano.
Clave - Fenotipo de Resistencia
Servicio

cepario

Hospital ISSSTEP, Puebla.

Clave Origen de Fenotipo de Resistencia
. Servicio g
cepario la muestra
KpP2 Geriatria CS R R R R + -
KpP6 Geriatria CSF R R R R -
KpP7 Cirugia Generd CS R S I I + -
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Anexo 4. Tabla de la posicion de los genes de interés en los nodos de
los ensambles.

Longitud del Gen Identidad Posicion en el

Cepa Nodo nodo conting

57475 pb |qnrB4 44942. 45586
Kpn33 47 | 10778 pb |aac(6)-lb-cr 99.422 | 8972.9490
63 2886 pb |aac(3)-lla 99.7 171.1031
28 | 13795pb |qnrB1 100 948..1592
Kpn47 37 2440 pb |aac(6')-Ib-cr 100 232.1092
35 2915 pb |aac(3)-lla 100 1668..2267
o115 A 2440 pb |aac(6')-Ib-cr 100 174.773
45 2960 pb |aac(3)-lla 100 278..1138
25 | 73969 pb | qnrB4 100 | 61436..62080
Kpn125 [EX 10778 pb_|aac(6)-Ib-cr 99.422 | 8972.9490
71 2886 pb |aac(3)-lla 100 171..1031
CM155 40 | 15544 pb |qnrB2 100 7586..8230
CM175 55 2340 pb |aac(6))-Ib-cr 100 124.723
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> test seqgquence
A) -

Length of sequence-— 1060

Threshold for promoters - OS2

Number of predicted promoters - S
Promoter Pos: 387 LDF- 4.53

-10 box at pos. 372 Score 49
=35 bex at pos-: 351 TTGACG Score 60
Promoter Pos: /89N LB FE— 2.00

—10 box at pos. 774 ATCTAAGCT Score 43
w35 Boxat pos. 753 GTGCAT Score 117
Promoter Pos: 63 LDF-— 1.40

—10 box at pos. 48 GGCTGTAAT Score a7
—35 boex at pos- 24 TTGCCC Score SS9

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter at SHEIT/S
prhoB: ACGCATAA at position 354 Score -—
lexA: TACTGTAT at position 389 Score -
For promoter at 89
abalava'at ATATATCA at position 757 Score -—
No such sites for promoter at 63
> test seguence
B) Length of sequence-— EIE2 O
Threshold for promoters -— 0220
Number of predicted promoters -— =
Promoter Pos: 608 LDF-— 4.47
—10 box at pos. 593 GTTTACCAT Score 49
— 358 boxatEpos=- 572 TTGACG Score 60
Promoter Pos: 955 LDE— 1L )7/
—10 box at pos. 940 GAATATGAT Score 49
=35_boxlat pos. i SN ECEE Score 36
Promoter Pos: 180 LDF— 1L~ S5 7/
=1l boxFakt  pos: 165 AGATCGGAT Score 6
—35 box at pos. 144 TTGCCA Score 61

Oligonucleotides from known TF binding sites:

For promoter at 608 :

lexA: TACTGTAT at position 610 Score

No such——sites for promoter—a=t 55
For promoter at 180O:
rpoDl17: AGATCGGA at position 165 Score -— 7

Anexo 5. Resultados de Bprom. A) cepa CM155. B) Cepa Kpn47. Se sefiala
la prediccion de lexA como regulador.






