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RESUMEN 

La rápida emergencia de fenotipos resistentes a múltiples drogas dentro de las 

Enterobacterias es un serio desafío médico global. A lo largo de los años, no 

solamente se han incrementado los reportes de detección de diferentes genes de β-

lactamasa de espectro extendido (BLEE) asociados a regiones de resistencia a 

múltiples drogas (RMD), sino que se han hecho cada vez más frecuentes las 

detecciones de bacterias resistentes a carbapenemes, tanto por la producción de 

carbapenemasas como por la pérdida de porinas. En general, la fuerza evolutiva que 

lleva a la generación de organismos multirresistentes es la transferencia horizontal de 

genes, la que está mediada por diferentes elementos genéticos móviles - EGM 

(integrones, transposones, plásmidos). Dada la endemia de bacterias productoras de 

BLEE en nuestro país, así como el reciente reporte de productoras de KPC, los 

objetivos de esta tesis fueron caracterizar molecularmente las BLEE de la familia CTX-

M así como las carbapenemasas de la familia KPC de aislamientos clínicos de 

Klebsiella pneumoniae multirresistentes, analizando sus entornos genéticos y los 

EGM involucrados en su dispersión. Se abordaron dichos objetivos mediante técnicas 

de PCR, secuenciación, ensayos de conjugación y extracción de plásmidos. Por otra 

parte, mediante secuenciación, PCR cuantitativa y análisis del perfil de proteínas de 

membrana externa, se evaluó la expresión de porinas para determinar su 

contribución en los fenotipos de resistencia observados. Los resultados evidenciaron 

la diseminación del gen blaCTX-M-15 asociado a regiones RMD en los entornos de 

integrones atípicos portados en plásmidos conjugativos de diferentes tamaños. Estos 

integrones de estructura atípica sugirieron una alta prevalencia en la población 

estudiada. Asimismo, el gen blaKPC-2 circuló en dos isoformas diferentes del Tn4401, 

localizándose en la isoforma a dentro de un plásmido no conjugativo en aquellos 

aislamientos pertenecientes al primer brote de KPC, y en la isoforma b dentro de un 

plásmido conjugativo IncN en aquellos pertenecientes al segundo brote. Se reveló la 

falta de expresión de OmpK35 en todos los aislamientos estudiados, en la mayoría de 

los casos explicado por un corrimiento del marco de lectura y un codón stop 

prematuro en el gen ompK35. La expresión de OmpK36 resultó variable entre los 

aislamientos, apreciándose una clara disminución en un único aislamiento, productor 



de KPC-2, y aislado posteriormente a la antibiótico-terapia del paciente. El gen 

ompK36 en este aislamiento no presentó mutaciones que pudieran explicar la 

disminución en su expresión, lo cual podría sugerir una regulación de la expresión 

génica pre y/o post-transcripcional impulsada por la presión selectiva ejercida por el 

uso de antibióticos. En suma, los resultados de esta tesis enfatizan la problemática 

que representa la multirresistencia a antibióticos, donde ya no puede ser explicada 

enteramente por la detección de genes individuales sin tener presente el rol que 

juegan los EGM en su generación y dispersión. 
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SUMMARY 

The rapid emergence of multi-drug resistant phenotypes in Enterobacteriaceae is a 

major medical challenge. Throughout the years, the reports of different extended 

spectrum β-lactamase genes (ESBL) associated with regions of multidrug resistance 

(MDR) have increased. Similarly, detections of carbapenem-resistant bacteria have 

become increasingly frequent, either due to carbapenemase production and/or the 

loss of porins. In general, the evolutionary force which leads to the generation of 

multidrug-resistant organisms is the horizontal gene transfer, which is mediated by 

different mobile genetic elements - MGE (integrons, transposons, plasmids). Given 

the endemicity of ESBL-producing and the recent report of KPC-producing bacteria in 

our country,  the objectives of this thesis were to characterise, by molecular 

approaches, the CTX-M family of ESBLs and the KPC carbapenemase family in clinical 

isolates of multiresistant Klebsiella pneumoniae, analysing their genetic 

environments and the MGEs involved in their dispersal. These objectives were 

addressed by PCR, sequencing, conjugation assays and plasmid extraction. 

Moreover, by sequencing, quantitative PCR and profile analysis of outer membrane 

proteins, porin expression was evaluated to determine its contribution to the 

resistance phenotypes observed. The results showed the spread of blaCTX-M-15 gene 

associated with RMD regions embedded in the vicinity of atypical integrons carried 

in conjugative plasmids of different sizes. These structurally atypical integrons 

suggested a high prevalence in the bacterial population studied. blaKPC-2 gene was 

shown to circulate in two different isoforms of Tn4401. In isolates belonging to the 

first KPC outbreak, it was located in isoform a within a non-transferable plasmid, 

whereas in those belonging to the second outbreak it was found in isoform b within 

an IncN conjugative plasmid. Lack of expression of OmpK35 was evident in all 

isolates, in most cases explained by a frameshift mutation causing a premature stop 

codon in ompK35 gene. OmpK36 expression was variable among isolates; however a 

clear decrease in expression was noted in a single KPC-2-producer, recovered from a 

patient after antibiotic therapy. The ompK36 gene in this isolate did not present 

mutations that could explain the decrease in expression, which might suggest a 

regulation of gene expression at a pre- and / or post-transcriptional level driven by 



the selective pressure exerted by antibiotic use. In sum, the results of this study 

emphasize the problem that multidrug resistance represents, which can no longer be 

explained entirely by the detection of single genes without bearing in mind the role 

that MGEs play in its generation and dispersion. 

 

Keywords: atypical integrons, CTX-M-15, KPC-2, porins 
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1. ANTECEDENTES 

 

1.1  Klebsiella pneumoniae resistente a múltiples drogas: un 

problema global 

Klebsiella pneumoniae comprende una especie bacteriana que pertenece a la familia 

Enterobacteriaceae. Es por lo tanto un bacilo gram-negativo, anaerobio facultativo. 

En humanos puede encontrarse en el tracto intestinal, en la nasofaringe y sobre la 

piel y da cuenta de una gran variedad de infecciones nosocomiales así como también 

adquiridas en la comunidad. Es asimismo responsable de numerosos brotes 

infecciosos causados mayormente por la diseminación de clones asociados con 

infecciones oportunistas en individuos con el sistema inmune alterado (diabéticos, 

pacientes hospitalizados, alcohólicos, entre otros) (Podschun y Ullmann, 1998). 

El aumento en el número de infecciones causadas por esta especie así como por 

otras enterobacterias se encuentra asociado a la rápida emergencia de fenotipos 

resistentes a múltiples drogas (RMD), especialmente a las cefalosporinas de tercera 

generación (C3G) y a los carbapenemes, lo cual representa un serio desafío médico 

global (Chanawong, M'Zali, Heritage, Lulitanond, y Hawkey, 2001; Livermore y 

Hawkey, 2005) pues aumentan la morbilidad, mortalidad y los costos de salud 

(Landman et al., 2007). 

Los principales problemas de resistencia a antimicrobianos en América Latina, son 

los bastones Gram-negativos no fermentadores (BGN-NF) multirresistentes y 

especies de la familia de las Enterobacterias productoras de β-lactamasas de 

espectro extendido (BLEEs) (Gales, Castanheira, Jones, y Sader, 2012; Landman et al., 

2007; Sader, Jones, Gales, Silva, y Pignatari, 2004). Por lo cual, la resistencia a 

antimicrobianos es un tema en el cual existe una activa investigación desde el punto 

de vista de desarrollar estrategias de contención y de nuevas alternativas 

terapéuticas. La epidemiología de la resistencia es compleja debido a que existe más 

de un gen que confiere resistencia a un determinado antibiótico (ATB), de modo que 

su diseminación involucra una serie de evoluciones superpuestas, una para cada gen 
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involucrado, a lo que se agrega la diseminación de las bacterias que han adquirido 

estos genes, como se discutirá en secciones posteriores. 

1.2   β-lactamasas: Importancia y clasificación 

Las  β-lactamasas son enzimas producidas por diferentes especies bacterianas que 

tienen la capacidad de hidrolizar el anillo de los antibióticos β-lactámicos; éstas 

representan el mecanismo de resistencia más común para esta clase de antibióticos 

(Bush y Jacoby, 2010).  

Existen 2 criterios de clasificación para estas enzimas. Un criterio molecular 

(comúnmente conocido como clasificación de Ambler) y un criterio funcional 

(conocido como clasificación de Bush). Este último fue el primero en describirse y 

utilizarse, a pesar de no reflejar la historia evolutiva de las enzimas clasificadas. 

El criterio molecular se basa en la secuencia proteica y la identificación de motivos 

aminoacídicos conservados y distinguibles y clasifica a las enzimas en clases 

moleculares: A, B, C o D (Ambler, 1980; Jaurin y Grundstrom, 1981; Ouellette, 

Bissonnette, y Roy, 1987). Las clases A, C y D comprenden serín-enzimas que 

hidrolizan sus sustratos a través de un sitio activo que presenta un residuo de serina; 

la clase B comprende metalo-enzimas que tienen al menos un átomo de Zinc en su 

sitio activo.  

Las β-lactamasas  de las familias TEM, SHV, CTXM y KPC se clasifican dentro de la 

clase A de Ambler; las metalo- β-lactamasas de las familias VIM, IMP, SPM, NDM son 

ejemplos pertenecientes a la clase B; las enzimas tipo AmpC se clasifican dentro de la 

clase C mientras que las enzimas tipo OXA son clasificadas dentro de la clase D. 

A través de criterios funcionales tales como la capacidad hidrolítica, el punto 

isoeléctrico, propiedades de inactivación de diferentes inhibidores de β-lactamasas 

(ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam) propuestos inicialmente (Bush, 1989), y 

posteriormente extendidos (Bush, Jacoby, y Medeiros, 1995), las β-lactamasas 

pueden clasificarse en grupos denominados del 1 al 4: 

I. Grupo 1: Cefalosporinasas 
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Corresponden a enzimas de la clase C de Ambler y están codificadas en los 

cromosomas de varias familias bacterianas, incluidas las enterobacterias (Jacoby, 

2009) . Asimismo también las hay de origen plasmídico. Su espectro de acción 

incluye las penicilinas, las cefalosporinas (siendo más activas contra éstas), 

cefamicinas (como el cefoxitín - FOX), oxi-iminocefalosporinas (como la ceftazidima – 

CAZ y la cefotaxima - CTX) y monobactams (como el aztreonam - ATM). Son además 

pobremente inhibidas por inhibidores de β-lactamasas como el ácido clavulánico, 

sulbactam y tazobactam (Bush y Jacoby, 2010). 

II. Grupo 2: Serín - β-lactamasas 

Corresponde a las enzimas de las clases moleculares A y D de Ambler y representan 

el grupo más grande de β-lactamasas debido a la creciente identificación de BLEEs en 

los últimos años. En base a su espectro de hidrólisis se subdividen en subgrupos 

denominados 2a, 2b, 2c, 2d, 2e y 2f (Bush y Jacoby, 2010). Las enzimas más 

frecuentemente encontradas en enterobacterias pertenecen a los subgrupos 2b, 2d 

y 2f. Dentro de los subgrupos 2b y 2d encontramos tanto enzimas de espectro 

reducido (hidrolizan penicilinas y cefalosporinas de primera generación – C1G, 

enzimas tales como TEM-1 y SHV-1) como BLEEs (tales como TEM-50, SHV-12, CTX-

M-15, OXA-11) mientras que dentro del subgrupo 2f se clasifican las serín-

carbapenemasas (algunas codificadas a nivel cromosomal – SME e IMI-1, y otras a 

nivel plasmídico – KPC-2 y algunas variantes de GES); todas ellas con capacidad de 

hidrólisis de los carbapenemes y en mayor o menor grado, monobactams. Las 

enzimas miembro de este grupo son inhibidas por ácido clavulánico y por 

tazobactam.  

III. Grupo 3: Metalo - β-lactamasas (MBLs) 

Corresponde a las enzimas de la clase B de Ambler y como fue mencionado 

anteriormente, poseen al menos un átomo de Zinc en su sitio activo. No son 

inhibidas por ácido clavulánico ni por tazobactam, pero sí por quelantes de iones 

metálicos como el EDTA o el ácido dipicolínico. En cuanto a su perfil hidrolítico, son 

capaces de hidrolizar carbapenemes pero tienen una pobre actividad frente a los 

monobactams. Pertenecen a este grupo las enzimas de las familias VIM e IMP 
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(codificadas a nivel plasmídico) así como otras codificadas a nivel cromosomal en 

algunas bacterias gram positivas (Gonzales-Escalante, 2012). 

IV. Grupo 4: β-lactamasas no inhibidas por ácido clavulánico. 

En la clasificación inicial (Bush et al., 1995), algunas pocas enzimas de espectro 

reducido (es decir, que hidrolizaban solamente penicilinas) producidas por 

Pseudomonas cepacia estaban incluidas dentro de esta última categoría, y se 

diferenciaban de otras enzimas por no ser inhibidas por ácido clavulánico. Sin 

embargo, poco se sabía sobre su estructura o su modo de acción. En el año 2010, 

Bush y Jacoby intencionalmente omitieron la consideración de este último grupo 

argumentando que seguramente, si más información estuviese disponible respecto 

de las enzimas previamente clasificadas dentro de este grupo, éstas pasarían a 

clasificarse dentro de alguno de los otros grupos bien caracterizados. 

1.3  Epidemiología de las β-lactamasas de espectro extendido 

(BLEEs) 

A pesar de no existir un consenso respecto de lo que implica una BLEE, una 

definición de uso común describe a las β-lactamasas de espectro extendido como 

aquellas enzimas capaces de conferir resistencia a las penicilinas, C1G, C2G, C3G y 

monobactams (pero no a cefamicinas o carbapenemes) mediante la hidrólisis de 

estos antibióticos, y que además son inhibidas por el ácido clavulánico (en mayor o 

menor grado) (Paterson y Bonomo, 2005). 

Las BLEEs fueron descritas por primera vez a mediados de la década de 1980. En el 

inicio, la mayoría de los casos descritos correspondieron a  variantes alélicas de las 

penicilinasas TEM-1 (Sougakoff, Goussard, Gerbaud, y Courvalin, 1988) y SHV-1 

(Knothe, Shah, Krcmery, Antal, y Mitsuhashi, 1983), portadas en plásmidos, que 

presentaban una o más sustituciones de aminoácidos, ampliando su espectro de 

acción a C3G y C4G. 

Sin embargo, al presente la epidemiología de las BLEE ha variado debido a la amplia 

diseminación de las BLEE correspondientes a la familia CTX-M con el consiguiente 

desplazamiento de las familias TEM y SHV. Esta diseminación explosiva de enzimas 
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pertenecientes a esta familia ha sido denominada como la “pandemia de CTX-Ms”  

(Canton y Coque, 2006). La primera enzima descrita fue la CTX-M-1 reportada en 

1989 en Alemania a partir de un aislamiento de Escherichia coli resistente a CTX 

(Bauernfeind, Grimm, y Schweighart, 1990). 

Hasta la fecha se han reportado 139 variantes alélicas de la familia CTX-M 

(http://www.lahey.org/Studies). Estas enzimas hidrolizan la CTX más rápidamente 

que la CAZ.  

A diferencia de otras BLEEs, la familia de las CTX-M constituye un grupo de enzimas 

complejo y heterogéneo evidenciado por análisis filogenéticos que muestran la 

clasificación en al menos 5 clusters (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 y CTX-M-

25) (Canton, Gonzalez-Alba, y Galan, 2012). Estos análisis sugieren que los diferentes 

clusters han evolucionado a partir de diferentes genes de β-lactamasas 

cromosómicos naturales con actividad cefotaximasa presentes en especies de 

Kluyvera (Rodriguez et al., 2004), cuyo hábitat natural es el medio ambiente. Se 

sugiere que la movilización de estos genes ha sido facilitada por la secuencia de 

inserción (IS) ISEcp1 u otras secuencias de inserción relacionadas (Canton et al., 

2012; Livermore et al., 2007). Más tarde, las diferentes variantes de cada cluster 

fueron originándose a partir de mutaciones puntuales, probablemente por la presión 

selectiva del uso de antibióticos.  

En contraposición a lo observado para las BLEE TEM y SHV, la diseminación de las 

CTX-M ocurriría desde la comunidad y el medio ambiente hacia el ambiente 

hospitalario. Los genes que codifican las β-lactamasas del tipo CTX-M se encuentran 

insertos en estructuras similares a transposones (Tn), muchas veces portados en 

plásmidos conjugativos, promoviendo la diseminación de esos genes entre 

diferentes bacterias (Canton et al., 2012). El éxito en su diseminación, además de 

estar relacionado con estos elementos móviles en los cuales están insertos, 

probablemente se deba al hecho de que estas plataformas suelen encontrarse en 

clones exitosos.  

Asimismo, en las últimas dos décadas se han visto diferentes genes de β-lactamasa 

fuertemente asociados para formar regiones resistentes a múltiples drogas (RMD). 

http://www.lahey.org/Studies
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Fundamentalmente, muchos organismos productores de CTX-M han evidenciado el 

fenómeno de co-resistencia, particularmente a aminoglucósidos y fluoroquinolonas, 

lo cual además podría estar siendo facilitado por el proceso de co-selección (Canton 

y Ruiz-Garbajosa, 2011). 

La variante alélica CTX-M-2 fue detectada en aislamientos clínicos de Salmonella spp 

en Argentina en 1990 y rápidamente se dispersó en el resto de América del Sur, 

siendo al presente la variante más frecuente en Uruguay (Marquez et al., 2008; Roy 

Chowdhury et al., 2011; Vignoli et al., 2006). 

Por otra parte la variante alélica CTX-M-15 está más ampliamente diseminada en 

Europa si bien en nuestro continente se está comenzando a describir con mayor 

frecuencia en aislamientos con fenotipo RMD (Bado et al., 2010; Damjanova et al., 

2008; Garcia-Fulgueiras et al., 2011; Oteo et al., 2009; Vranic-Ladavac et al., 2010). 

No obstante, poco se sabe acerca de la estructura de la población de K. pneumoniae 

productora de CTX-M-15 que expresan complejos fenotipos de multirresistencia 

(Oteo et al., 2009). 

Para la mayoría de los patógenos la resistencia a drogas está causada 

fundamentalmente por la adquisición de nuevos genes y en menor medida por 

mutaciones. El surgimiento de bacterias patógenas resistentes no solo a una familia 

de drogas, sino a varios tipos de droga no relacionadas químicamente, es un 

fenómeno progresivo observado en numerosas especies patógenas para el hombre. 

La evolución hacia la resistencia a múltiples drogas se puede deber a la acumulación 

de varios mecanismos específicos, a la aparición de mecanismos inespecíficos únicos 

o a una combinación de ambos. La evolución mediada por la acumulación de 

mecanismos de resistencia específicos es relativamente rápida ya que la principal 

fuerza que la ocasiona es la transferencia horizontal de genes (THG), un proceso 

influenciado por una amplia gama de elementos genéticos móviles (Ochman, 

Lawrence, y Groisman, 2000). En las bacterias Gram negativas estos elementos 

incluyen plásmidos, transposones e integrones junto con sus elementos móviles 

asociados, los cassettes génicos. Estos elementos no actúan aisladamente, por el 

contrario es común que plásmidos conjugativos contengan varios elementos 
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transponibles, los que a su vez contienen integrones con combinaciones diversas de 

cassettes génicos asociados (Walsh, 2006). Tales combinaciones que colectivamente 

pueden transferirse por conjugación, transposición o por sistemas de recombinación 

sitio-específicos, pueden diseminar la resistencia a una variedad de bacterias 

filogenéticamente muy distantes, muy rápidamente y reorganizar la información de 

varias maneras en el nuevo huésped antes de volver a transferirse. 

1.4  Entornos genéticos del gen blaCTX-M involucrados en su 

movilización y en la generación de patógenos resistentes a 

múltiples drogas (RMD) 

Desde el inicio de la era de los antibióticos se observó resistencia a los mismos, 

resistencia que se creía causada meramente por mutaciones puntuales. Sin 

embargo, la emergencia de la RMD no era de esperarse, ya que la ocurrencia de dos 

o más mutaciones que afecten a distintos tipos de antibióticos es altamente 

improbable (Toleman y Walsh, 2011). 

Los mecanismos involucrados en la generación de RMD - que ha sido definida como 

la no-susceptibilidad a al menos un antibiótico en tres categorías de antimicrobianos 

diferentes (Magiorakos et al., 2012) – han sido extensamente estudiados a lo largo 

de las últimas cinco décadas. Si bien la mutación ha colaborado en la generación de 

diferentes variantes de enzimas, como se ha mencionado anteriormente, la principal 

fuerza evolutiva ha sido la THG. Ésta es mediada por diferentes elementos genéticos, 

algunos móviles y otros movilizables, que en su conjunto se han vuelto muy comunes 

en diferentes bacterias generando resistencia cruzada a varias clases de antibióticos.  

1.4.1 Integrones de clase 1 

Entre los diversos elementos genéticos móviles (EGM) involucrados, destacan los 

integrones de clase 1, conocidos por su contribución a la emergencia de resistencia 

antibiótica mundial. En los entornos de estos integrones (y en algunos casos 

enmarcados dentro del integrón mismo) es que pueden encontrarse diferentes 

genes blaCTX-M. 
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Funcionalmente, los integrones incluyen un sistema de recombinación específica de 

sitio, capaz de capturar, rearreglar y expresar genes móviles (Fig. 1). Las unidades de 

captura se denominan cassettes génicos y representan elementos independientes 

movilizables. Cada uno de estos elementos consiste en un único gen (que 

normalmente no contiene un promotor) seguido de un sitio de recombinación 

llamado 59-be (base element) o también attC que puede tener un tamaño desde 59 

pb hasta 144 pb. Gran variedad de determinantes de resistencia a los antibióticos, 

antisépticos y desinfectantes han sido descritos en estos cassettes génicos en 

aislamientos de origen clínico. En un mismo integrón pueden incorporase más de un 

cassette de gen para crear un arreglo de diferentes genes y en consecuencia este 

sistema integrón-cassette de gen constituye un factor importante en la generación 

de resistencia a múltiples drogas.  

 

Figura 1. Esquema de un integrón clásico de clase 1. Se indican como intI1  el gen que codifica para la 

integrasa, como Pc el promotor para la expresión de los cassettes génicos y como PI el promotor para 

la expresión de la integrasa. attI es el sitio de recombinación del integrón y attC el correspondiente al 

cassette génico. El extremo 3’ CS está conformado por los genes qacEΔ1, sul1 y orf5. Tomado de 

Mella et al. (2004). 
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Los integrones identificados en aislamientos bacterianos de significancia clínica 

pertenecen a tres clases diferentes (según la secuencia de la integrasa): Clases 1, 2 y 

3. Pueden estar asociados a elementos conjugativos e integrativos o translocarse a 

plásmidos movilizables o conjugativos y tener la oportunidad de capturar nuevos o 

depositar los propios cassettes génicos en otros organismos. Los integrones de clase 

1 están fuertemente asociados a la multirresistencia a antibióticos en patógenos 

causantes de infecciones intrahospitalarias y en patógenos causantes de infecciones 

adquiridas en la comunidad (Marquez et al., 2008). La transferencia genética de un 

cassette, cobra un gran significado clínico cuando el nuevo huésped se trata de un 

microorganismo patógeno causante de infecciones comunitarias y sobre todo 

cuando los genes transferidos confieren factores de virulencia o resistencia a 

antibióticos ampliamente utilizados. 

Los integrones de clase 1 clásicos (o típicos) contienen un módulo conocido como 

segmento conservado 5’ (5’-CS), compuesto por el gen intI1 que codifica para una 

recombinasa sitio específica; un sitio attI1 en donde se incorpora el cassette y un 

promotor Pc que dirige la transcripción del gen codificado. A continuación del último 

cassette de gen o del segmento 5’-CS, se encuentra una región conservada que se 

conoce como 3’-CS (complejo qacEΔ1/sul1) (Stokes y Hall, 1989). Se han descrito 

asimismo variantes de integrones de clase 1 con el extremo 3’-CS variable (Antunes, 

Machado, Sousa, y Peixe, 2005). Estructuralmente, los integrones de clase 1 

presentan comúnmente una asociación física al módulo de transposición de los 

transposones Tn402-like. Sin embargo, en la mayoría de los casos parte de los genes 

de transposición están deletados (Fig. 2). Los repetidos invertidos (IRi e IRt) 

característicos de los transposones Tn402-like enmarcan los límites de los integrones 

de clase 1 movilizables. Dentro de estos límites es que se encuentran los segmentos 

conservados 5’-CS y 3’-CS. La región delimitada entre ambos segmentos 

conservados, donde los cassettes génicos son capturados por recombinación 

específica de sitio, se conoce como región variable (RV). Los eventos que originaron 

el segmento 3’-CS conservado, también provocaron la pérdida de parte del módulo 

de transposición del Tn402-like. Debido a ello, son comunes los reportes de 

integrones de clase 1 con módulos de transposición defectivos entre el 3’-CS y el IRt, 
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los cuales impiden una transposición efectiva si no se les provee de las funciones 

esenciales en trans (Brown, Stokes, y Hall, 1996).  

 

Figura 2. Estructura generalizada de un integrón de clase 1 Tn402-like clásico o convencional. Las 

flechas y las líneas negras horizontales indican las repeticiones invertidas (IRi e IRt) que definen los 

extremos de transposones Tn402-like. El diamante sombreado en gris representa el sitio attI1 en el 

que se insertan los cassettes móviles. AbR: resistencia a antibióticos. Se muestra una región variable 

(VR) de tres cassettes, pero el tipo y el número de cassettes son variables. Las extensiones de las 

regiones 5 'CS, 3' CS y las correspondientes al módulo tni se indican. Adaptado de Gillings et al. 

(2009). 

 

Dentro de los integrones de clase 1 clásicos se ha observado gran variabilidad en sus 

estructuras genéticas por lo cual se ha propuesto sub-clasificarlos en “típicos” – 

grupo I (cuando se pueden detectar todas las regiones mencionadas anteriormente) 

y “atípicos” – grupos II al V (de acuerdo a la presencia o ausencia de diferentes 

módulos) (Roy Chowdhury et al., 2011). Es así que la mayor diversidad fue 

encontrada entre los integrones denominados “atípicos”: donde los pertenecientes 

al grupo II no poseen módulo tni ni puede detectarse el IRt; los del grupo III no 

poseen módulo tni ni región 3'-CS; los del grupo IV sí poseen el módulo tni pero no la 

región 3'-CS; mientras que los pertenecientes al grupo V sólo poseen la región 5'-CS 

(caracterización basada en cartografía por reacción en cadena de la polimerasa - PCR 

con cebadores específicos para cada módulo/región).  

Además, rearreglos adicionales mediados por otros tipos de elementos han 

generado una plétora de integrones de clase 1 que muestran un alto grado de 

diversidad estructural, y que a su vez poseen genes de resistencia en forma de “no 

cassettes” embebidos dentro de los límites del integrón. Estructuralmente, estos 

integrones presentan una duplicación parcial de su región 3’-CS y codifican para una 

tni module 
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recombinasa denominada actualmente ISCR1 (antiguamente conocida como 

Orf513). Corriente abajo de esta recombinasa es que se encuentra una segunda RV 

compuesta por genes (con sus respectivos promotores, en vez de cassettes génicos) 

usualmente de resistencia a antibióticos. A estos integrones se los denomina 

integrones inusuales o complejos (Arduino et al., 2002; Stokes, Tomaras, Parsons, y 

Hall, 1993).  

En relación a los microorganismos multirresistentes, estas variantes de integrones 

atípicos e integrones inusuales ya han sido descriptas en Uruguay por nuestro grupo 

de trabajo en al menos dos aislamientos de K. pneumoniae con fenotipo RMD 

(aislamientos U20 y 12836, respectivamente) (Marquez et al., 2008; Roy Chowdhury 

et al., 2011).  

1.4.2 Transposones y Secuencias de Inserción (ISs) 

Los Tn fueron descritos por primera vez en 1930 como causantes de deleciones, 

inserciones y traslocaciones en el genoma del maíz por McClintock (Coe y Kass, 

2005). Más tarde fueron hallados en bacterias asociados con el movimiento de genes 

de resistencia. En bacterias, se subdividen en dos grupos: aquellos que llevan genes 

adicionales (como genes de resistencia a antibióticos), conocidos como transposones 

propiamente dichos; y aquellos de estructura más simple que solamente se 

movilizan a ellos mismos, denominados como IS (Toleman y Walsh, 2011). 

Si bien el movimiento de los Tn y las IS puede ser perjudicial para la bacteria 

(llevando a rearreglos genéticos), en referencia a la resistencia a antibióticos han 

resultado de gran utilidad. No solamente han contribuido a la THG de varios genes 

de resistencia a antibióticos embebidos en los contextos de los integrones, sino que 

también han favorecido mecanismos de resistencia menos específicos, como la 

pérdida de porinas de la membrana externa de bacterias Gram-negativas debida a la 

disrupción de los genes que las codifican por la inserción de IS (Kaczmarek, Dib-Hajj, 

Shang, y Gootz, 2006; Rodriguez-Martinez, Poirel, y Nordmann, 2009). 

Algunas IS se encuentran en alto número en los genomas bacterianos, lo cual las 

hace más efectivas para movilizar genes, tal es el caso de IS26 quien al transponerse 
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a los lados de un gen de resistencia, en la misma orientación, es capaz de mover 

toda la estructura en un único paso, movilizando todo lo que se encuentre entre las 

dos copias de la secuencia de inserción. Esta IS fue la responsable de la movilización 

del gen blaSHV cromosómico de K. pneumoniae a una localización plasmídica (Ford y 

Avison, 2004). 

Diferentes IS han sido asociadas con la movilización de genes blaCTX-M. Todas ellas 

han sido encontradas corriente arriba del gen. Entre ellas destacan ISEcp1, ISCR1, 

IS10 e IS26. Si bien las combinaciones más frecuentemente observadas involucran 

ISCR1-blaCTX-M-2 e ISEcp1-blaCTX-M-15, ISEcp1 ha sido reportada en entornos genéticos 

de variantes de CTX-M pertenecientes a los 5 clusters principales (1, 2, 8, 9 y 25) 

(Canton et al., 2012; Eckert, Gautier, y Arlet, 2006; Poirel, Decousser, y Nordmann, 

2003). Cabe destacar que la movilización experimental de genes blaCTX-M ha sido 

demostrada por Lartigue, Poirel, Aubert, y Nordmann (2006). Incluso el efecto del 

promotor de estas IS genera un aumento de expresión de las enzimas lo cual sugiere 

que la localización de las IS corriente arriba de estos genes tendría un rol en la 

selección y la diseminación de las CTX-Ms.  

Cabe resaltar que el mecanismo de transposición de ISCR1 e ISEcp1 se conoce como 

“One-ended”, y como su nombre lo indica, refiere a la necesidad de únicamente un 

extremo del transposón en vez de ambos, para la movilización (Motsch et al., 1985).  

1.4.3 Elementos conjugativos e integrativos (Integrative and 

Conjugative Elements – ICE) 

Los ICE comprenden diversos elementos que tienen en común la habilidad de 

escindirse del cromosoma e integrarse al mismo de forma similar a los bacteriófagos, 

y a la vez la capacidad de transferirse entre bacterias por conjugación, como los 

plásmidos (Pembroke, MacMahon, y McGrath, 2002). La mayoría de los ICE tienen 

un único sitio de inserción en el cromosoma, el cual usualmente se encuentra en el 

extremo 3’ de un gen para ARN de transferencia (ARNt) o en el 5’ de genes bien 

conservados como prfC,  y se encuentran flanqueadas por repetidos invertidos. 

Antiguamente no se creía que los ICE estuvieran implicados en la transferencia de 

determinantes de resistencia a antibióticos, sin embargo la era genómica ha 
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permitido evidenciar la presencia de varios transposones y secuencias de inserción 

que contienen o flanquean, respectivamente, genes de resistencia, dentro de 

diferentes ICE (Toleman y Walsh, 2011). 

1.4.4  Plásmidos 

Diferentes tipos de plásmidos han sido asociados con diferentes genes blaCTX-M. En 

particular se ha observado una asociación entre plásmidos del grupo de 

incompatibilidad FII (IncFII) y blaCTX-M-15 (Coque et al., 2008). Plásmidos 

pertenecientes a otros grupos de incompatiblidad plasmídica, como IncN, IncI1, IncK, 

IncHI2 e IncL/M también han sido asociados a diferentes genes blaCTX-M, pero 

además se los ha relacionado a la diseminación de otros genes de resistencia a 

antibióticos (Canton et al., 2012).  

1.5  Resistencia a los carbapenemes 

La gran dispersión de las enterobacterias productoras de BLEE en el mundo, así 

como la presencia de complejas plataformas genéticas en las que los genes 

codificantes de las mismas se encuentran embebidos, ha comprometido el uso de 

cefalosporinas de espectro extendido. Por lo tanto, los antibióticos más utilizados 

para el tratamiento de las infecciones por estos microorganismos son los 

carbapenemes, ya que son estables frente a la mayoría de las β-lactamasas, 

incluyendo las BLEE. Sin embargo, concomitantemente a su mayor empleo, se ha 

observado aumento de las tasas de resistencia a estos fármacos (Sader et al., 2004). 

En las últimas dos décadas, la resistencia a los carbapenemes se ha convertido en un 

problema importante entre los BGN-NF (Carvalho et al., 2006; Sader, Reis, Silbert, y 

Gales, 2005), aunque ha sido poco común entre las especies de la familia 

Enterobacteriaceae. Sin embargo, en los últimos años se ha informado un aumento 

de las enterobacterias, especialmente K. pneumoniae resistentes a los 

carbapenemes (Nordmann, Cuzon, y Naas, 2009). 

La resistencia a carbapenemes en K. pneumoniae se asocia principalmente con la 

producción de carbapenemasas (β-lactamasas con actividad frente a carbapenemes) 

que confieren, generalmente,  resistencia a carbapenemes, y otros antibióticos β-
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lactámicos (Bush y Jacoby, 2010). Asimismo, la pérdida o las alteraciones 

estructurales de porinas (un tipo de proteínas de membrana externa – PME) por 

mutaciones en los genes que las codifican pueden contribuir a la resistencia a 

carbapenemes (Landman, Bratu, y Quale, 2009; Lartigue, Poirel, Poyart, Reglier-

Poupet, y Nordmann, 2007; Martinez-Martinez et al., 1996; Martinez-Martinez et al., 

2002; Martinez-Martinez et al., 1999; Mena et al., 2006; Oteo et al., 2008). 

Aislamientos de K. pneumoniae no productores de BLEE usualmente expresan las dos 

porinas principales OmpK35 y OmpK36, mientras que aquellos productores de BLEE 

suelen expresar solamente una de ellas, o bien ninguna (Garcia-Fernandez et al., 

2010; Hernandez-Alles, Alberti, et al., 1999; Jacoby, Mills, y Chow, 2004; Martinez-

Martinez et al., 1999; Mena et al., 2006; Tsai et al., 2011). En cuanto a la expresión 

de dichas proteínas, se han encontrado mutaciones puntuales e inserciones de 

algunos nucleótidos en sus genes codificantes, a partir de las cuales se predice una 

terminación prematura de la traducción (Doumith, Ellington, Livermore, y Woodford, 

2009; Kaczmarek et al., 2006; Ruiz et al., 2012), y en otros casos los genes se han 

visto interrumpidos por diferentes IS tales como IS26, IS1, IS10 e IS903, que estarían 

impidiendo su expresión (Doumith et al., 2009; Kaczmarek et al., 2006; Mena et al., 

2006). 

Como fue mencionado anteriormente, las carbapenemasas presentes en 

Enterobacterias pertenecen a la clase A de Ambler (KPC, Sme, NMC-A, IMI, variantes 

de GES/IBC), clase B de Ambler (metalo-ß-lactamasas) y clase D de Ambler 

(oxacilinasas) siendo las enzimas KPC las carbapenemasas de clase A más frecuentes. 

Inicialmente los aislamientos productores de carbapenemasas del tipo KPC fueron 

detectadas en K. pneumoniae en 1996 en Estados Unidos y a partir del 2006 en 

Argentina, Brasil y Colombia y también en otras bacterias gram negativas (Nordmann 

et al., 2009; Nordmann y Poirel, 2002; Poirel, Heritier, Tolun, y Nordmann, 2004; 

Queenan y Bush, 2007). Recientemente detectamos por primera vez en nuestro país 

la aparición de una bacteria perteneciente a la especie K. pneumoniae productora de 

KPC proveniente de pacientes graves en un centro de tratamiento intensivo. El grupo 

de investigación participó en la caracterización fenotípica y genotípica de la cepa y 
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en la caracterización genotípica y bioquímica de la carbapenemasa KPC (Apéndice 

IV). 

Esta situación epidemiológica evidencia la facilidad que presentan los genes blaKPC 

para ser movilizados por transferencia horizontal. Diversos análisis genéticos indican 

que la movilidad de este gen estaría asociada con la diseminación de diferentes 

clones, plásmidos y transposones y que a su vez es frecuente su co-transferencia con 

otros factores de resistencia a antibióticos (Nordmann et al., 2009). Los genes blaKPC 

se han detectado en plásmidos de diversos tamaños y estructuras, pertenecientes a 

diferentes grupos de incompatibilidad, tales como IncFII, IncN e IncL/M que 

usualmente portan determinantes de resistencia a aminoglucósidos y genes blaCTXM  

(Cuzon et al., 2010). 

El  control de la diseminación de las bacterias productoras de KPC es un desafío para 

la salud pública, y se ve obstaculizado por dos factores: la dificultad en la 

identificación de dichas bacterias (al basarse en ensayos rutinarios de susceptibilidad 

a los carbapenemes) y la dificultad en la identificación de pacientes cuyos tractos 

gastrointestinales están colonizados asintomáticamente (Pasteran, Lucero, Soloaga, 

Rapoport, y Corso, 2011).  

Asimismo, el tratamiento para pacientes infectados con enterobacterias productoras 

de KPC está limitado únicamente a antibióticos no β-lactámicos, como la tigeciclina o 

colistin (Nordmann et al., 2009) ya que estas bacterias generalmente presentan la 

co-producción de BLEEs y resistencia a otras clases de antimicrobianos. 

Desafortunadamente, la tigeciclina aún no tiene prueba de sensibilidad 

estandarizada en la norma del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

(Hope, Pllana, James, Warner, y Livermore, 2010) y no es recomendada para 

infecciones del torrente sanguíneo. El colistin también presenta desventajas, en 

particular su alta toxicidad, así como la reciente emergencia de bacterias resistentes 

a esta droga en diferentes regiones (Antoniadou et al., 2007; Bogdanovich et al., 

2011; Lee, Patel, Huprikar, Calfee, y Jenkins, 2009). 

La variante blaKPC-2 ha sido mayoritariamente identificada dentro de un transposón 

de 10Kb tipo Tn3, el Tn4401 (Naas et al., 2008). Éste posee genes para una 
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transposasa (tnpA) y una resolvasa (tnpR), así como dos IS no relacionadas (ISKpn6 e 

ISKpn7). Hasta el momento se han descripto cinco isoformas de este transposón (a, 

b, c, d y e) las que difieren en la longitud del espacio intergénico entre ISKpn7 y 

blaKPC-2 (Kitchel et al., 2010; Naas et al., 2008). La estructura del Tn4401a, que 

presenta una deleción de 100pb río arriba del gen blaKPC-2, es la más frecuentemente 

descrita en Argentina (Gomez et al., 2011). 

1.6  Situación epidemiológica en nuestro país 

Existen varios estudios sobre la detección individual de genes de resistencia a 

antibióticos de uso clínico en bacterias patógenas multirresistentes, incluidos los 

genes blaCTX-M-15, blaKPC, aac6’-Ib y qnr pero son muy escasos los estudios que 

informan sobre la localización de dichos genes en regiones discretas de RMD y sobre 

el potencial de los mismos para co-transferirse a otras bacterias en un único evento 

de transferencia genética. Por otro lado si bien hay varios reportes sobre la 

detección de integrones de clase 1 en aislamientos clínicos provenientes del 

ambiente hospitalario, se subestima la extensión de las plataformas genéticas en las 

cuales se encuentran embebidos los integrones de clase 1 atípicos y los genes ya 

mencionados. La amplia gama de elementos genéticos móviles que está siendo 

reclutada en los entornos genéticos de los integrones de clase 1 parece hacerse más 

frecuente conforme pasa el tiempo. Esto, por tanto, estaría llevando a la evolución 

de complejas unidades RMD presuntamente móviles lateralmente, lo cual podría 

complicar aún más la terapia antibiótica. 

En nuestro país estamos en una situación de endemia de enterobacterias 

productoras de BLEE y en particular para K. pneumoniae estamos en la etapa de 

aparición o emergencia de carbapenemasas de la familia KPC, etapa que 

generalmente es seguida por la amplificación de la resistencia (aumento del número 

de infecciones por estas bacterias) y luego por la diseminación de la resistencia a 

otras especies bacterianas. Por todo lo antedicho se evidencia la importancia de 

abordar la problemática de esta primera etapa de emergencia de la resistencia, 

desde una visión molecular integrada con los fines de:  brindar conocimientos que 

asistan en la contención de la diseminación de las cepas involucradas, investigar 
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sobre los posibles orígenes de las mismas y profundizar sobre la co-diseminación de 

variados determinantes de R a antibióticos. En conclusión: la resistencia antibiótica 

no puede ser completamente entendida únicamente a través del análisis de 

aislamientos hospitalarios resistentes definidos, sin tener en cuenta el papel que 

juegan los EGM en la circulación de los genes involucrados a través de las 

comunidades bacterianas de patógenos. 

1.7 Relevancia de la investigación propuesta 

Muy pocos antibióticos nuevos han sido desarrollados últimamente, lo que hace 

imperativo maximizar la eficacia de los antibióticos existentes como de los que se 

desarrollen en el futuro. El hallazgo de integrones refleja un riesgo real en la 

emergencia de la multirresistencia a antibióticos y contar con mecanismos de 

detección que permitan evidenciar su complejidad estructural (genes y elementos 

genéticos móviles asociados) sería una herramienta muy valiosa a la hora de predecir 

futuras resistencias.  

Esta tesis pretende contribuir al conocimiento de los elementos genéticos móviles 

con el potencial de movilizar los genes de resistencia blaCTX-M-15 y blaKPC presentes en 

aislamientos locales de K. pneumoniae. Diferentes aspectos de esta investigación 

auxiliarán en la comprensión de la diseminación de la multirresistencia en nuestro 

país, pudiendo dar lugar al desarrollo de estrategias eficaces de contención de esta 

diseminación. De igual modo tienen el potencial de ser de gran utilidad para 

comenzar a comprender de un modo más integral la complejidad de mecanismos 

que conllevan a los diferentes fenotipos de resistencia en los aislamientos clínicos 

locales de K. pneumoniae, posibilitando de este modo la toma de acciones racionales 

para controlar su diseminación. Los estudios realizados aspiran a enfatizar la 

importancia de estrategias de vigilancia epidemiológica así como la necesidad de 

variados enfoques para analizar la multiplicidad de factores que influyen en la 

multirresistencia a antibióticos y su diseminación. Es importante destacar que 

algunos de estos enfoques presentan el potencial de ser empleados de rutina en un 

laboratorio de diagnóstico ante la presunta presencia de un aislamiento 

multirresistente, lo que a su vez podría directamente derivar en estrategias a nivel 
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hospitalario que permitan controlar la transmisión de este tipo de patógenos y de 

este modo reducir los costos destinados a estas áreas de la salud. Adicionalmente se 

debe acentuar el hecho de que si bien las metodologías planteadas en esta tesis se 

centran en un solo tipo de microorganismo, podrían ser fácilmente adaptables a la 

caracterización de resistencias en otros patógenos humanos de importancia 

epidemiológica y económica para el país. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1  Objetivo General 

Contribuir al entendimiento de la epidemiología de la resistencia y de la evolución 

hacia la multirresistencia en Enterobacterias de origen intrahospitalario. 

2.2  Objetivos Específicos 

1- Caracterizar los genes codificantes de BLEE de la familia CTX-M y de 

carbapenemasas de la familia KPC por PCR y secuenciación en aislamientos de K. 

pneumoniae provenientes de pacientes hospitalizados en centros de salud de 

Uruguay. En aquellos aislamientos fenotípicamente sugestivos de la presencia 

de otros genes de resistencia a antibióticos, detectarlos por PCR.  

2- Detectar regiones genéticas marcadoras de la presencia de integrones de clase 1 

atípicos y análisis de las plataformas genéticas que los sostienen. 

3- Analizar el entorno genético donde se encuentran embebidos los genes blaKPC. 

4- Analizar la transferencia genética del gen blaCTX-M-15 y del gen blaKPC a otras 

Enterobacterias por ensayos de conjugación y caracterización del plásmido 

transferido. 

5- Sobre aislamientos con sensibilidad disminuida (SD) o resistencia (R) a los 

carbapenemes analizar el perfil de proteínas de membrana externa (PME), los 

genes que codifican para las porinas OmpK35 y OmpK36, y su expresión 

mediante PCR cuantitativa (Q-PCR). Asimismo, en cepas que sugieran un mismo 

background genético y diferencias fenotípicas en cuanto a las concentraciones 

inhibitorias mínimas (CIM) a carbapenemes, analizar la expresión de KPC.  
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

En el presente apartado se describen en detalle los objetos de estudio del presente 

trabajo así como los protocolos utilizados con el fin de cumplir con los objetivos 

planteados. 

3.1  Aislamientos clínicos estudiados 

En total se analizaron 39 aislamientos de Enterobacterias, de los cuales 38 fueron 

identificados como K. pneumoniae y uno como Escherichia coli. Se estudió la 

producción de cefotaximasas de la familia CTX-M en 26 de ellos y aquellos que 

resultaron positivos fueron caracterizados a nivel de los entornos de los integrones 

de clase 1, haciendo énfasis en la detección de integrones atípicos. Los 13 

aislamientos restantes, correspondientes a los dos primeros brotes de bacterias 

productoras de KPC del Uruguay, fueron estudiados a nivel de la plataforma genética 

que sostiene el gen que codifica para dicha carbapenemasa. 

3.1.1 Parte I: Búsqueda de aislamientos productores de CTX-M 

Se analizaron 26 aislamientos de K. pneumoniae provenientes de hemocultivos, 

urocultivos, lesiones, líquido peritoneal, secreciones y catéteres urinarios 

recolectados de pacientes hospitalizados en el Hospital Militar (Montevideo, 

Uruguay) durante el período comprendido entre el 22 de marzo y el 07 de mayo del 

año 2011. Estos aislamientos fueron recolectados consecutivamente durante el 

período señalado. Esta colección de bacterias fue identificada en el laboratorio del 

hospital mencionado por procedimientos estándar y se obtuvo su perfil de 

sensibilidad a los antibióticos que se ensayan de rutina para aislamientos de 

Enterobacterias mediante el método de microdilución automatizada - VITEK 2, 

tarjeta GN (Tabla 1). Se categorizó cada aislamiento como sensible (S), intermedio (I) 

o resistente (R) a cada antibiótico de acuerdo a los criterios interpretativos de la 

norma CLSI (2013).  

Una vez recolectadas, estas muestras bacteriológicas fueron subcultivadas y 

conservadas en medio BHI – glicerol (infusión cerebro-corazón – glicerol),  por 
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congelación a -20° C hasta el momento de su uso. Se seleccionaron para su posterior 

estudio, aquellos aislamientos que presentaron un fenotipo consistente con la 

producción de una BLEE (según resultados del método VITEK) (n=12) y dentro de 

ellos se continuó trabajando solamente con los que evidenciaron la presencia del 

gen blaCTX-M-15 mediante su amplificación por PCR (n=11). A estos aislamientos se les 

analizó en búsqueda de la presencia de integrones de clase 1 y aquellos que 

resultaron positivos fueron evaluados en su región variable y en la presencia de 

regiones indicadoras de integrones atípicos (n=10). Por otra parte, se analizó la 

capacidad de transferencia de los fenotipos de resistencia y el gen blaCTX-M-15 así 

como el grupo de incompatibilidad del plásmido transferido. Paralelamente a mi 

investigación, y enmarcada dentro de una tesina de grado, la Bach. Gabriela Khalil 

obtuvo mediante Electroforesis en Gel por Campo Pulsante (EGCP) los diferentes 

pulsotipos de las cepas productoras de CTX-M (Tabla 1). En colaboración con el 

Laboratorio de Investigación en Infecciones Hospitalarias del Instituto Osvaldo Cruz, 

Fiocruz, Brasil, se realizó el análisis por Multilocus Sequence Typing (MLST) a algunas 

de las muestras. 

3.1.2 Parte II: Aislamientos resistentes a carbapenemes 

Asimismo se analizaron aislamientos resistentes a carbapenemes, y productores de 

la carbapenemasa KPC (Tabla 2): 

- 4 correspondientes al primer brote de bacterias productoras de KPC del 

Uruguay, todos ellos identificados como K. pneumoniae y aislados de dos 

pacientes hospitalizados en el Sanatorio Mautone (Maldonado, Uruguay) 

durante los meses de Febrero a Abril del año 2011. 

- 9 correspondientes al segundo brote de KPC del Uruguay, 8 de ellos 

identificados como K. pneumoniae y 1 como Escherichia coli (E. coli), 

provenientes de un mismo paciente hospitalizado en el Hospital Militar 

(Montevideo, Uruguay) durante el mes de setiembre del año 2011. 

En todos los casos se identificaron los aislamientos en los hospitales de los cuales 

provinieron y se realizaron los antibiogramas correspondientes mediante el método 

de microdilución automatizada - VITEK 2, tarjeta GN (Tabla 2). Se categorizó cada 



 

Página | 22  
 

aislamiento como sensible (S), intermedio (I) o resistente (R) a cada antibiótico de 

acuerdo a los criterios interpretativos de la norma CLSI (2013). 

El paciente del cual se recolectaron los aislamientos del segundo brote, era un 

paciente de 58 años, trasplantado hepático el 1° de setiembre 2011. Como profilaxis 

quirúrgica le fue administrada ampicilina-sulbactam y cefazolina. Inicialmente 

presentó buena evolución y se le otorgó el alta a domicilio. Sin embargo, debió ser 

readmitido al hospital el 12 de setiembre del mismo año por rechazo celular el cual 

requirió bolos de metilprednisolona. En la readmisión se constató una infección del 

sitio quirúrgico incisional superficial. A lo largo de dos semanas el paciente fue 

tratado con meropenem y colistin, y durante este período se recolectaron las 

muestras analizadas en esta tesis. Al cabo de varias semanas el paciente logró 

erradicar la infección y fue dado de alta nuevamente. 

Cabe mencionar que los aislamientos nombrados como /1 y /2 correspondientes al 

segundo brote de KPC, refieren a colonias morfológicamente diferentes a partir de 

una misma muestra. La mayoría (a excepción de las cepas 20/1 y 20/2) resultaron 

ser el mismo tipo de microorganismo (K. pneumoniae) con perfil de sensibilidad 

diferente. Ambas morfologías fueron reaisladas y conservadas a -20°C como 

aislamientos diferentes. Así es que a lo largo de esta tesis se mencionarán y 

estudiarán como cepas distintas. 

Ya en el laboratorio se determinó la variante KPC portada (por amplificación por 

PCR) y se caracterizó el entorno genético en el cual está embebida. Además se 

analizó la capacidad de transferencia del gen blaKPC por ensayos de conjugación. 

Paralelamente, el grupo de investigación de la Cátedra de Microbiología Clínica 

(Facultad de Química, UdelaR) analizó el perfil clonal de la mayoría de estas cepas 

mediante EGCP, y el Departamento de Bacteriología y Virología (Instituto de 

Higiene, Facultad de Medicina, UdelaR) realizó los análisis de MLST a algunos de 

estos aislamientos, datos que también se indican en la Tabla 2. 
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3.1.3 Parte III: Selección de aislamientos para análisis de porinas 

De la colección de aislamientos estudiados, se seleccionaron algunos para el análisis 

de la expresión de porinas (Tabla 3). Los criterios de selección se basaron en el perfil 

de sensibilidad a antibióticos y la caracterización de genes de resistencia de modo de 

analizar algunos representantes de cada perfil (incluyendo un aislamiento no 

productor de BLEE ni carbapenemasa – 1104). Estos aislamientos fueron enviados al 

Servicio de Microbiología del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, 

Santander, España (HUMV), donde, enmarcada en una pasantía de investigación, 

realicé estos estudios. 

3.2  Controles de peso molecular de plásmidos 

Se utilizaron dos cepas de E. coli con patrón conocido de plásmidos: 

I) V517: 2.1Kb/ 2.7Kb/ 3Kb/ 3.9Kb/ 5.1Kb/ 5.6Kb/ 7.2Kb/ 54Kb 

II) J53 pLac resistente a rifampicina: 152Kb 

3.3  Control de peso molecular de proteínas para SDS-PAGE 

Precision-Plus Protein Dual Color Standards de BIORAD (Cat. # 161-0374): 10, 15, 20, 

25, 37, 50, 75, 100, 150 y 250kD. 

3.4  Cepas control 

Se utilizaron varios controles positivos de amplificación por PCR de diferentes genes 

de resistencia a antibióticos así como otros genes y regiones de interés (Tabla 4).  
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Tabla 1. Características genotípicas y fenotípicas de aislamientos clínicos de K. pneumoniae estudiados en busca de productores de CTX-M.  

Nº 
aislamiento 

Toma de 
muestra 

Tipo de 
muestra 

Pulsotipo
/MLST 

BLEE CIM (µg/ml)♦ 
TZP CEP FOX CTX CAZ FEP IPM MER AMK GEN NAL CIP SXT 

1101 22/03/2011 S/d A / ST258 (+) S/d S/d R (32) R (≥64) R (≥64) R (≥64) S (≤1) S (≤0,25) R (≥64) S (≤1) S/d R (≥4) R (≥320) 

1102 27/03/2011 Secr. resp.● B / ND (+) S (16) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R* (16) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1103 28/03/2011 Líq. perit.§ B / ST48 (+) I (32) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R (≥64) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1104 28/03/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1105 28/03/2011 hemocultivo ND / ND (-) 

             1106 28/03/2011 catéter uri.# ND / ND (-) 

             1107 29/03/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1108 29/03/2011 Secr. resp. ND / ND (-) 

             1109 ⱡ 29/03/2011 Secr. resp. ND / ND (+) R (≥128) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R* (16) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1110 30/03/2011 lesión quir.○ ND / ND (-) 

             1111 31/03/2011 catéter uri. B / ND (+) R (≥128) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R* (16) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1112 31/03/2011 Secr. resp. ND / ND (-) 

             1113 ⱡ 31/03/2011 Secr. resp. B / ND (+) R (≥128) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R (32) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1114 01/04/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1115 02/04/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1116 04/04/2011 Secr. resp. B / ND (+) R (≥128) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R (32) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1117 05/04/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1118 09/04/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1119 10/04/2011 Secr. resp. ND / ND (-) 

             1120 11/04/2011 Secr. resp. A / ST258 (+) R (≥128) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R* (2) S (≤1) S (≤0,25) R (≥64) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1121 12/04/2011 Secr. resp. B / ND (+) S (16) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R* (16) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1122 13/04/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1123 13/04/2011 urocultivo ND / ND (-) 

             1124 02/05/2011 urocultivo A / ST258 (+) R (≥128) R (≥64) S (8) R (≥64) R (≥64) R* (16) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1125 04/05/2011 catéter uri. A / ND (+) R (≥128) R (≥64) S (8) R (≥64) R (≥64) R* (16) S (≤1) S (≤0,25) R (≥64) S (2) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1126 07/05/2011 urocultivo A / ND (+) R (≥128) R (≥64) S (≤4) R (≥64) R (≥64) R* (16) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

                  S/d: Sin dato; ● Secreción respiratoria; § Líquido peritoneal; # Catéter urinario; ○ lesión quirúrgica; ⱡ mismo paciente; ND: No Determinado; R*: Resistente modificado; ♦ CIM 

obtenida por microdilución automatizada por sistema VITEK 



 

Página | 25  
 

 

Tabla 2. Características genotípicas y fenotípicas de Enterobacterias resistentes o de sensibilidad disminuida a carbapenemes. 

Nº 
aislamiento 

Hospital # 
Toma de 
muestra 

Tipo de 
muestra 

Pulsotipo
/MLST 

BLEE 
CIM (µg/ml)♦ 

TZP CEP FOX CTX CAZ FEP IPM MER AMK GEN NAL CIP SXT 

666 (A1) ⱡ Mautone 26/03/2011 urocultivo C / ND (-) R (≥128) S/d R (≥64) R (16) R (16) S (8) R (8) R (4) S (16) R (≥16) S/d R (≥4) S/d 

PRE (B1) ● Mautone 07/04/2011 AT¥ C / ST258 (-) R (≥128) S/d R (≥64) R (16) R (16) S (8) R (≥16) R (4) I (32) R (≥16) S/d R (≥4) S/d 

381 (B2) ● Mautone 07/04/2011 Catéter ¶ C / ND (-) R (≥128) S/d R (≥64) R (16) R (16) S (8) R (≥16) R (4) I (32) R (≥16) S/d R (≥4) S/d 

POST (B6) ● Mautone 28/04/2011 AT C / ST258 (-) R (≥128) S/d R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥16) R (≥16) R (≥64) R (≥16) S/d R (≥4) S/d 

4293 ◦ Militar 12/09/2011 herida quir.§ D / ST437 (+) R (≥128) R (≥64) I (16) R (4) I* (4) I* (2) I (2) S (1) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

54/1 ◦ Militar 14/09/2011 herida quir. D (+) R (≥128) R (≥64) I (16) R (4) I (8) I* (2) R (4) S (1) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

54/2 ◦ Militar 14/09/2011 herida quir. D / ST437 (+) R (≥128) R (≥64) R* (16) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (4) S (1) S (≤2) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

19/1 ◦ Militar 19/09/2011 herida quir. D (+) R (≥128) R (≥64) I (16) R (4) R (≥64) I* (2) I (2) S (1) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

19/2 ◦ Militar 19/09/2011 herida quir. D / ST437 (+) R (≥128) R (≥64) R* (16) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (4) S (1) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

20/1 ◦ Militar 19/09/2011 Hisop. rectal¤ D (-) R (≥128) R (≥64) R (≥64) R (16) R (16) I (16) R (≥16) R (≥16) I* (16) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

20/2 E.c ◦ Militar 19/09/2011 Hisop. rectal N/C (+) R (≥128) R (≥64) R* (≤4) R (≥64) R (16) I* (2) I (2) S (1) I* (≤2) S (4) R* (16) S (≤0,25) R (≥320) 

66/1 ◦ Militar 23/09/2011 herida quir. ND (+) R (≥128) R (≥64) R* (16) R (4) R* (4) R* (2) I (2) S (1) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

66/2 ◦ Militar 23/09/2011 herida quir. D  (+) R (≥128) R (≥64) S (8) R (≥64) R (≥64) R (≥64) S (≤1) S (1) S (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

  
             # Primer brote KPC: Hospital Mautone, Segundo brote KPC: Hospital Militar; ⱡ Paciente 1; ● Paciente 2; ◦ Paciente 3; E.c: E. coli; ¶ Catéter venoso; ¥ Aspirado traqueal; § Herida 

quirúrgica; ¤ Hisopado rectal; N/C: No Corresponde; ND: No Determinado; S/d: Sin dato; I*: Intermedio modificado; R*: Resistente modificado; ♦  CIM obtenida por microdilución 

automatizada por sistema VITEK 
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Tabla 3. Aislamientos clínicos K. pneumoniae seleccionados para el estudio de expresión de porinas. CIMs expresadas en µg/mL. 

 

Nº 
aislamiento 

Pulsotipo BLEE¥ 
CTX-M-15 

§ 
KPC-2 

§ 

CIM (µg/ml)♦ 

TZP CEP FOX CTX CAZ FEP IPM MER AMK GEN NAL CIP SXT 

PRE (B1) ● C (-) (-) (+) R (≥128) S/d R (≥64) R (16) R (16) S (8) R (≥16) R (4) I (32) R (≥16) S/d R (≥4) S/d 

POST (B6) ● C (-) (-) (+) R (≥128) S/d R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥16) R (≥16) R (≥64) R (≥16) S/d R (≥4) S/d 

19/1 ◦ D (+) (-) (+) R (≥128) R (≥64) I (16) I* (4) R (≥64) I* (2) I (2) S (1) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

19/2 ◦ D (+) (+) (+) R (≥128) R (≥64) R* (16) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (4) S (1) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

20/1 ◦ D (-) (-) (+) R (≥128) R (≥64) R (≥64) R (16) R (16) I (16) R (≥16) R (≥16) I* (16) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1101 A (+) (+) (-) S/d S/d R (32) R (≥64) R (≥64) R (≥64) S (≤1) S (≤0,25) R (≥64) S (≤1) S/d R (≥4) R (≥320) 

1104 ND (-) (-) (-) S/d S/d S/d S/d S/d S/d S/d S/d S/d S/d S/d S/d S/d 

● Mismo paciente (primer brote KPC); ◦ Mismo paciente (segundo brote KPC);  ND: No Determinado; ¥ Resultado obtenido a partir del sistema Vitek; § Resultado obtenido 

por PCR y confirmado por secuenciación; S/d: Sin dato: I*: Intermedio Modificado; R*: Resistente Modificado.
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Tabla 4. Controles positivos de amplificación 

 
Gen/Región a 

amplificar 
Cepa control Referencia 

Integrones 

intI1 E. coli R388 N° Acceso en NCBI: U12441 

IRi 

K. pneumoniae 296 
(Tn1696); K. pneumoniae 
12836 (Tn5036); Sin control 
para Tn21 

(Roy Chowdhury et al., 2011) 

regiones de integrón 
clase 1 atípico, grupo II 

ISCR1 

K. pneumoniae U20 

K. pneumoniae 12836 

(Roy Chowdhury et al., 2011) 
N° Acceso en NCBI: 
HQ419281 

(Marquez et al., 2008) 

Genes de β-
lactamasas 

blaCTXM K. pneumoniae U20 (Roy Chowdhury et al., 2011) 

blaTEM y blaSHV K. pneumoniae 12836  (Marquez et al., 2008) 

blaKPC K. pneumoniae OPS 
Organización Panamericana 
de la Salud 

Porinas ompK35 y ompK36 
K. pneumoniae 
transformante de 
CSUB10S/pSHA16K  

(Domenech-Sanchez et al., 
2003) 

IncRep 
Grupos de 
incompatibilidad 
plasmídica 

Cepas clínicas de K. 
pneumoniae y E. coli  

Caracterización previa por 
PCR y secuenciación en el 
laboratorio 

Enzimas 
modificadoras de 
Aminoglucósidos 

aac6'-Ib K. pneumoniae U20  (Roy Chowdhury et al., 2011) 

aph3'-Ia 25.07 

Servicio de Microbiología, 
Hospital Universitario 
Marquéz de Valdecilla, 
Santander, España 

aph3'-IIa E. coli 217 

ant2’'-Ia 209 C-3 

aac3'-IIa E. coli 216 

ant4'-IIa Sin control 

aac3'-Ia K. pneumoniae 35.11 

aac2'-Ia Providencia spp C11 

aac3'-IVa E. coli 215 

aph3-VIa 221 

Genes de 
resistencia a 
Quinolonas 

qnrA y qnrB Sin controles  N/C 

Genes de 
resistencia a 
Macrólidos 

locus mphA K. pneumoniae U20 (Roy Chowdhury et al., 2011) 

Secuencias de 
Inserción 

IS26 
K. pneumoniae U20 (Roy Chowdhury et al., 2011) 

ISEcp1 

ISCR1 K. pneumoniae 12836  (Marquez et al., 2008) 

 

N/C: No Corresponde 
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3.5  Extracción de ADN genómico  

A modo de obtener ADN como templado para las amplificaciones por PCR, se 

procedió a la extracción de ADN genómico mediante el siguiente protocolo:  

I) A partir de un cultivo puro de crecimiento overnight en placa de TSA (Agar 

Tripticasa de Soja), se tomó una ansada y se resuspendió en 600µl de suero 

fisiológico (de modo que la suspensión fuera equivalente a 3 Mac Farland). Se 

centrifugó a 9500 g por 10 minutos a 4°C. 

II) El pellet obtenido se resuspendió en 200µl de Buffer TE (pH 8, 10mM Tris, 

1mM EDTA) y se le agregó 20µl de lisozima 50mg/ml. Luego de vortexear, se 

incubó a 37°C por 15 minutos.  

III) Posteriormente se agregaron 250µl de Buffer TE (pH 8), 25µl de SDS 10% y 3µl 

de proteinasa K 20mg/ml. Se mezcló por inversión y se incubó a 37°C por una 

hora. 

IV) Se agregó 2,5µl de ARNasa A libre de ADNasa 1mg/ml y se incubó a 37°C por 30 

minutos. 

V) Inmediatamente cada tubo fue colocado en hielo durante 5 minutos y luego se 

agregó 285µl de NaCl 5M frío y se agitó por inversión. Se incubó 10 minutos 

más en hielo, agitando por inversión 5 veces durante la incubación.  

VI) Se centrifugó a 16000 g por 15 minutos a 4°C. 

VII) El sobrenadante fue transferido a otro tubo. A éste se le agregó igual volumen 

de isopropanol frío y se agitó por inversión al menos 20 veces. 

VIII)  Se centrifugó a 16000 g por 15 minutos a 4°C. 

IX) Se eliminó el sobrenadante por inversión y el precipitado se lavó con 900µl de 

Etanol 70% frío.  Se centrifugó a 16000 g por 2 minutos a 4°C y se retiró el 

sobrenadante cuidadosamente. El precipitado se dejó secar al aire. 

X) Una vez comprobada la evaporación de restos de etanol, se resuspendió el 

precipitado en 100µl de agua milli Q incubando a 65°C por 20 minutos. 

Posterior a cada extracción de ADN se midió la concentración por Nanodrop y se 

prepararon diluciones acordes para usar el ADN como templado en las 

amplificaciones por PCR. 
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Para verificar que la extracción de ADN fuera exitosa se realizó una PCR de control de 

amplificación del gen codificante del ARNr 16S con el uso de los cebadores F27: 5'- 

AGRGTTTGATCMTGGCTCAG - 3' y R1492: 5'- GGTTACCTTGTTACGACTT - 3' (Lane, 1991), 

obteniéndose un producto de 1400pb. Las condiciones de PCR fueron las siguientes: 

pre-desnaturalización a 94°C por 3 minutos, luego 30 ciclos de tres pasos 

(desnaturalización a 94°C por 30 segundos, hibridación de cebadores a 53°C por 25 

segundos y extensión a 72°C por 2 minutos) y posteriormente una extensión final a 

72°C durante 10 minutos. Asimismo, además de realizar una corrida electroforética 

en gel de agarosa 1% para verificar la amplificación, también se comprobó la 

integridad del ADN extraído sembrando una alícuota en otro gel de similares 

características. 

 

3.6  Extracción de plásmidos pesados 

Con el fin de caracterizar a nivel plasmídico el contenido de ADN extracromosómico 

de las cepas en estudio, se realizó la extracción de plásmidos pesados por la Técnica 

de Kado & Liu (1981) modificada: 

I) Partiendo de cultivo puro para cada uno de los aislamientos, se inocularon en 3 

ml de caldo LB (Luria Bertani) y se incubaron en agitación a 37°C durante toda 

la noche. 

II) Se transfirieron 1,5ml del crecimiento a un tubo eppendorf y se centrifugó a 

16000 g durante 5 minutos, eliminando posteriormente el sobrenadante. 

III) El botón celular obtenido se secó con el uso de una pipeta, y luego se 

añadieron 20µl de buffer de Kado (50mM Tris-HCl pH8, 1mM EDTA pH8). Se 

homogeneizó con pipeta y se incubó a temperatura ambiente durante 5 

minutos. 

IV) A la mezcla anterior se le añadieron 100µl de buffer de lisis pH12,6 (SDS 3%, 

50mM Tris, ajustado con NaOH), se homogeneizó con pipeta suavemente y se 

incubó a 58°C durante 27 minutos. 
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V) Luego se añadieron 100µl de una solución 1:1 de fenol redestilado al 99% y 

cloroformo al 99%. Se mezcló por inversión, y se centrigugó durante 30 

minutos a 16000 g y a temperatura ambiente. 

VI) Como resultado del paso anterior, se obtuvo una solución separada en tres 

fases. De la fase superior, que contiene el ADN plasmídico, se transfirieron 90µl 

a otro tubo eppendorf, al que previamente se le habían añadido 20µl de buffer 

de carga (25mg/100ml Azul de bromofenol, 40mg/100ml Sacarosa). Esta 

mezcla no se resuspendió para evitar la posible degradación mecánica de 

plásmidos muy pesados. 

VII) El producto extraído se conservó 24hs a 4°C para asegurar una correcta 

resuspensión del mismo con el buffer de carga. 

El resultado de la extracción fue analizado mediante una corrida electroforética en 

gel de agarosa de bajo punto de fusión a una concentración de 0,9% bajo las 

siguientes condiciones: 

1a Fase: Voltaje – 50V, Tiempo – 25 minutos 

2a Fase: Voltaje – 100V, Tiempo – 120 a 180 minutos 

La tinción fue realizada con Bromuro de Etidio a una concentración final de 1mg/L 

posterior a la corrida y durante 30 minutos. Previo a fotografiar el gel, éste se dejó 

lavando en agua destilada a 4°C por 24hs. 

 

3.7  Amplificación por PCR a tiempo final 

Las reacciones de PCR a tiempo final se llevaron a cabo en diferentes equipos 

termocicladores automáticos (Labnet – Multi Gene II; Applied Biosystems – 2720 

Thermal Cycler; Corbett – Palm Cycler) y las enzimas ADN polimerasas utilizadas 

fueron: HybriPol (Bioline), Recombinant Taq (Invitrogen – Life Technologies) o Top-

Taq (Bioron). Los cebadores utilizados, así como las condiciones de amplificación 

dependieron del gen o región a amplificar, obedeciendo a cada objetivo perseguido 

(Tablas 5, 6, 7 y 8). La visualización de los productos amplificados se realizó en geles 

de agarosa al 1-2% teñidos o bien con Bromuro de Etidio o bien con Gel Red 
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(Biotium) incorporado. Posterior a la corrida electroforética, se fotografiaron los 

geles bajo luz UV con una cámara Kodak Digital Science. En los casos en los cuales los 

productos amplificados debieron ser purificados previamente a enviarlos a 

secuenciar a Macrogen Inc., se utilizó el Zymoclean DNA Gel Recovery Kit (Zymo 

Research) según indicaciones del fabricante. 

3.7.1 Objetivo 1: Caracterización de genes blaCTX-M y genes blaKPC 

De los aislamientos recolectados, y teniendo la información proveniente del sistema 

VITEK, se seleccionaron aquellos cuyo fenotipo indicaba la presencia de una BLEE y/o 

una carbapenemasa y fueron ensayados para detectar la presencia de los genes que 

codifican para las cefotaximasas de la familia CTX-M y para las carbapenemasas del 

tipo KPC. Para el caso de la familia CTX-M, primeramente se utilizaron los cebadores 

CTXMA1/CTXMA2 que amplifican una región conservada de 543pb de los genes 

blaCTX-M (Saladin et al., 2002). Aquellos productos positivos fueron enviados a 

secuenciar a Macrogen Inc. (Korea). Una vez analizadas las secuencias utilizando la 

herramienta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul, Gish, Miller, Myers, 

y Lipman, 1990), se evidenció que las mismas no distinguían entre diferentes alelos 

del grupo 1 de la familia CTX-M, por lo cual a partir del software Primer3 (Koressaar y 

Remm, 2007; Untergasser et al., 2012) se diseñaron cebadores que hibridan con los 

extremos del gen (Tabla 5), a modo de obtener la secuencia casi completa del mismo 

y poder así diferenciar las variantes alélicas. Para el caso de las carbapenemasas de 

la familia KPC los cebadores utilizados (Endimiani et al., 2008) permitieron amplificar 

un producto de 882pb cuya extensión fue suficiente para diferenciar las variantes de 

este gen mediante análisis de secuencia.  

Asimismo, se realizaron amplificaciones de otros genes de resistencia a antibióticos 

(blaTEM, blaSHV, genes de enzimas modificadoras de aminoglucósidos, genes de qnr de 

resistencia a quinolonas) (Tabla 5). 

Para la identificación de los alelos del gen aac6’-Ib (Park, Robicsek, Jacoby, Sahm, y 

Hooper, 2006), se empleó en todos los casos el análisis de los cromatogramas 

obtenidos por secuenciación directa en búsqueda de la posición 304 que varía 

dependiendo de qué alelo se trate (T en el caso del alelo aac6’-Ib o C/A en el caso del 



 

Página | 32  
 

alelo aac6’-Ib-cr). Aquellas cepas que fueron enviadas al Hospital Universitario 

Marqués de Valdecilla (Santander, España), fueron además sometidas a la técnica de 

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) a partir de los productos de PCR, a 

modo de corroborar la versatilidad de esta técnica, ampliamente utilizada para 

diferenciar los alelos sin la necesidad de incurrir en la secuenciación.  

Para ello se utilizó la enzima de restricción FokI (Biolabs) que digiere el alelo aac6’-Ib 

por poseer una secuencia idéntica a su sitio de reconocimiento de corte (Anexo I), 

mientras que es incapaz de digerir el alelo aac6’-Ib-cr ya que presenta el cambio en 

uno de los nucleótidos a ser reconocidos. Por lo tanto, de ocurrir una digestión 

completa, en presencia del alelo Ib se observarían dos bandas de 265pb y 217pb 

respectivamente, mientras que en presencia del alelo Ib-cr se observaría una única 

banda correspondiente al producto de PCR (482pb). Para este ensayo se utilizaron 2 

cepas positivas para el alelo Ib (4.04 y 208), 2 cepas positivas para el alelo Ib-cr (189 

y 6.19) y una cepa que porta ambos alelos (43.06); todas ellas Enterobacterias de la 

colección bacteriana del HUMV. 

El volumen de la mix de digestión fue de 20µl y se compuso de 2µl de Buffer4 10X, 

1µl de enzima, 5µl de producto de PCR completándose el volumen final con agua 

milli-Q. Se dejó digiriendo a 37°C por 1h 30min y posteriormente se verificó la 

digestión en un gel de agarosa al 2% con tinción posterior con Bromuro de Etidio. 

3.7.2 Objetivo 2: Caracterización de integrones atípicos y sus 

entornos 

Sobre los aislamientos productores de CTX-M-15 se realizaron los siguientes estudios 

(Tabla 6): 

I. Análisis de integrones de clase 1 por amplificación por PCR de: 

-  Gen intI1 con los cebadores HS464/HS463 (Stokes et al., 2006). Producto    

esperado 473pb. 

- Región variable 1 (RV1) con los cebadores HS458/HS459 (Marquez et al., 

2008). Este par de cebadores amplifica la región del integrón comprendida 

entre los extremos conservados 5’-CS y 3’-CS, generando amplicones de 
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varios tamaños dependiendo de la longitud y el número de los cassettes de 

genes insertados. 

- ISCR1 con los cebadores HS819/HS820 (Marquez et al., 2008). La presencia 

de esta IS permite clasificar a los integrones de clase 1 como inusuales. 

II. Detección de integrones de clase 1 atípicos pertenecientes al Grupo II: 

Análisis de las diferentes regiones de un integrón típico de clase 1 en búsqueda 

del patrón que refleje la ausencia del módulo tni así como la ausencia del IRt 

(integrones atípicos Grupo II) (Fig. 3 y 4). Los cebadores utilizados ya fueron 

descriptos (Marquez et al., 2008). 

 

Figura 3. Grupos estructurales de integrones de clase 1 estudiados. A. Esquema de integrón clínico 

de clase 1 convencional. Los cassettes génicos se indican como Ab1 y Ab2. B. Grupos de integrones de 

clase 1 atípicos de acuerdo a los módulos presentes o ausentes en cada grupo (se muestran en líneas 

negras enteras) según la clasificación propuesta por Roy Chowdhury et al., 2011 (Diagrama 

modificado). 

 

 

módulo tni 
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Figura 4. Representación esquemática de un integrón Tn402-like y los cebadores utilizados para la 

caracterización de integrones atípicos. El cuadro sombreado muestra el integrón de clase 1 

delimitado dentro de los repetidos invertidos (IRi e IRt), y sus características estructurales básicas (5'-

CS, 3'-CS, los cassettes de genes, y el módulo de tni). En círculos de diferentes colores se indican las 

diferentes regiones amplificadas, con sus correspondientes pares de cebadores. Modificado de 

Betteridge, Partridge, Iredell, y Stokes (2011). 

 

III. Análisis de la plataforma genética en mosaico que flanquea al integrón de clase 

1 atípico:  

- Se amplificó la región intragénica de ISEcp1 con los cebadores 

ISEcp1A/ISEcp1B (Poirel et al., 2003) cuyo producto es de 526pb; así como 

también la asociación ISEcp1: blaCTX-M-15 con cebadores para ambos elementos. 

- Teniendo presente la plataforma genética en mosaico descrita para el 

aislamiento Kp U020 (Roy Chowdhury et al., 2011), también se buscaron EGM 

y otros genes de resistencia  (locus mph, genes aac6’-Ib, IS26, esqueleto de 

transposón evidenciado en el IRi).  

 

3.7.3 Objetivo 3: Entornos genéticos del gen blaKPC- 

Se estudió la plataforma genética en la cual están embebidos los genes blaKPC 

mediante mapeo por PCR. Se utilizaron cebadores específicos (Endimiani et al., 2008; 
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Naas et al., 2008) para las secuencias ISKpn6, ISKpn7 así como para los genes tnpA y 

blaKPC-2, de manera de obtener amplicones que incluyeran parte del gen blaKPC así 

como sus entornos río abajo y río arriba (Tabla 7). Luego de purificados los 

productos, se estudió su identidad por secuenciación (Macrogen Inc. Korea) y 

posterior análisis utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990). 

3.7.4 Objetivo 4: Caracterización  plasmídica 

Para caracterizar los plásmidos de cada uno de los aislamientos así como de los 

transconjugantes, se les realizó tipificación del grupo de incompatibilidad plasmídica 

por PCR con primers y condiciones previamente descritas (Carattoli et al., 2005; 

Garcia-Fernandez, Fortini, Veldman, Mevius, y Carattoli, 2009) (Anexo II). 
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Tabla 5. Cebadores y condiciones de PCR para cumplir con el Objetivo 1: genes de β-lactamasas y otros genes de resistencia. 

    Cebadores utilizados Condiciones de PCR     

  Gen de R● Nombre Secuencia (5' - 3') 
Pre-

desnat.¥ 
Ciclos○ Desnaturalización Hibridación Extensión 

Extensión 
final 

Producto 

(pb) 
Referencia 

β
-l

ac
ta

m
as

as
 y

 
ca

rb
ap

e
n

e
m

as
as

 

blaCTX-M 
CTXMA1 SCSATGTGCAGYACCAGTAA 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 543 (Saladin et al., 2002) 
CTXMA2 CCGCRATATGRTTGGTGGTG 

blaCTX-M 

grupo 1 
CTXM_New_F CGTCACGCTGTTGTTAGGAA 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 823 Esta tesis 
CTXM_New_R ACCGTCGGTGACGATTTTAG 

blaKPC 
KPC_fw ATGTCACTGTATCGCCGTC 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 60°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 882 
(Endimiani et al., 

2008) KPC_rv TTACTGCCCGTTGACGCC 

blaTEM 
TEM_fw ATAAAATTCTTGAAGACGAAA 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 50°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min 1080 
(Mabilat y Goussard, 

1993) TEM_rv GACAGTTACCAATGCTTAATCA 

blaSHV 
SHV_fw GGGTTATTCTTATTTGTCGC 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 54°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 928 
(Rasheed et al., 

1997) SHV_rv TTAGCGTTGCCAGTGCTC 

R
e

si
st

e
n

ci
a 

a 
q

u
in

o
lo

n
as

 

qnrA 
qnrA GGGTATGGATATTATTGATAAAG 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 56°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 661 
(M. Wang et al., 

2003) qnrA' CTAATCCGGCAGCACTATTA 

qnrB 
qnrB_fw GGCATTGAAATTCGCCACTG 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 46°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 360 (Cano et al., 2009) 
qnrB_rv TTTGCTGCTCGCCAGTCGA 

En
zi

m
as

 m
o

d
if

ic
ad

o
ra

s 
d

e
 a

m
in

o
gl

u
có

si
d

o
s 

aph(3')-Ia 
APH3'-Ia FW CGAGCATCAAATGAAACTGC 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 624 (Miro et al., 2013) 
APH3'-Ia R GCGTTGCCAATGATGTTACAG 

aph(3')-IIa 
APH3'-IIa- F GAACAAGATGGATTGCACGC  

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 680 
(Maynard et al., 

2004) APH3'-IIa-R GCTCTTCAGCAATATCACGG 

ant(2")-Ia 
F (HUMV) CGTCATGGAGGAGTTGGACT 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 303 HUMV * 
R (HUMV) CGCAAGACCTCAACCTTTTC 

aac(3')-IIa 
AAC3'-IIa FW GGCAATAACGGAGGCGCTTCAAA

A 94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 563 (Miro et al., 2013) 
AAC3'-IIa R TTCCAGGCATCGGCATCTCATACG 

aac(6')-Ib/cr 
AAC6'-Ib-cr-F TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 60°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 482 
AAC6'-Ib-cr-R CTCGAATGCCTGGCGTGTTT    (Park et al., 2006) 

ant(4')-IIa 
ANT4-F  ATCGTCTGCGAGAAGCGTAT 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 356 HUMV 
ANT4-R  CGTGTCTTCCACCTCTGGTT 

aac(3')-Ia 
AAC3'-Ia FW GCAGTCGCCCTAAAACAAA 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 464 (Miro et al., 2013) 
AAC3'-Ia R CACTTCTTCCCGTATGCCCAACTT 

aac(2')-Ia 
AAC2'-Ia FW AGAAGCGCTTTACGATTTATTA 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 406 (Miro et al., 2013) 
AAC2'-Ia R GACTCCGCCTTCTTCTTCAA 

aac(3')-IVa 
AAC3'-IVa-F TCGGTCAGCTTCTCAACCTT 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 314 
(Shaw, Rather, Hare, 

y Miller, 1993) AAC3'-IVa-R GATGATCTGCTCTGCCTGTG 

aph(3')-VIa 
APH3'-VIa-F AAAGCGATCAATGCAAAACC 

94°C - 5min 30 94°C - 30seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 310 (Shaw et al., 1993) 
APH3'-VIa-F TATCCGTGATATCGCCATGA 

       

● Gen de Resistencia; ¥ Pre-desnaturalización; ○ Cada ciclo comprende tres pasos: desnaturalización, hibridación y extensión; * Hospital Universitario Marqués de Valdecilla 
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Tabla 6. Cebadores y condiciones de PCR para cumplir con el Objetivo 2: Integrones atípicos 

    Cebadores utilizados Condiciones de PCR     

  
Gen/Región Nombre Secuencia (5' - 3') 

Pre-
desnat.¥ 

Ciclos○ Desnaturalización Hibridación Extensión 
Extensión 

final 
Producto 

(pb) 
Referencia 

In
te

gr
ó

n
 c

la
se

 1
 

intI1 
HS463a CTGGATTTCGATCACGGCACG 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 60°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 490 
(Labbate, Roy Chowdhury, y 

Stokes, 2008) HS464 ACATGCGTGTAAATCATCGTCG 

RV 
HS458 GTTTGATGTTATGGAGCAGCAACG 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 60°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min Variable§ (Marquez et al., 2008) 
HS459 GCAAAAAGGCAGCAATTATGAGCC 

ISCR1 
HS819 GGGCCAGGTCTTGAGTATCG  

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 58°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 522 (Marquez et al., 2008) 
HS820 GCTTCGGCCATCACACC  

M
ó

d
u

lo
s 

d
e 

In
te

gr
ó

n
 

at
íp

ic
o

 

3'CS (sul1) 
HS549 ACTAAGCTTGCCCCTTCCGC  

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 55°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min 1100 (Marquez et al., 2008) 
HS550 CTAGGCATGATCTAACCCTCG  

módulo tni 
HS825 TGTTTTCGGAATCGTAGTCGC  

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 58°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min 1042 (Marquez et al., 2008) 
HS842 ATGCTCAATACTCGTGTGCACC  

IRt 
HS825 TGTTTTCGGAATCGTAGTCGC  

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 58°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min 1847 (Marquez et al., 2008) 
HS826 CTGACCGGCTTGTTCGTTC  

En
to

rn
o

s 
d

e 
in

te
gr

ó
n

 a
tí

p
ic

o
 c

la
se

 II
 

IRi 
HS817 CCTCCAATTGCCGTTCC  

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 60°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 
360 (Tn1696) 
376 (Tn5036) 

700 (Tn21) 
(Marquez et al., 2008) 

HS818 TCCTGGCGGATTCACTACC  

locus mph 
mphA+835 GCTCGACTATAGGATCGTGATCGC 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 55°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 508 
(Noguchi, Takada, Katayama, 

Emura, y Sasatsu, 2000) mphA-1343 CGTAGAGATCGCCATGCACCAC 

IS26 
IS26_fw GGCATCAGTTACCGTGAGC 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 52°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 339 (Martinez et al., 2013) 
IS26_rv CGTGTTGATGAATCGTGG 

ISEcp1 
ISEcp1A GCAGGTCTTTTTCTGCTCC  

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 50°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 526 (Poirel et al., 2003) 
ISEcp1B TTTCCGCAGCACCGTTTGC  

IS26-IRi 
HS1001 GATCCCGCGATTCATCAACA  

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 52°C - 30seg 72°C - 1min 72°C - 7min 575 
(Roy Chowdhury et al., 2011) 

HS818 TCCTGGCGGATTCACTACC  (Marquez et al., 2008) 

¥ Pre-desnaturalización; ○ Cada ciclo comprende tres pasos: desnaturalización, hibridación y extensión; § el tamaño del fragmento dependerá de la cantidad e identidad de los cassettes 
génicos 
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Tabla 7. Cebadores y condiciones de PCR para cumplir con el Objetivo 3: Entornos del gen blaKPC 

  Cebadores utilizados Condiciones de PCR     

Región Nombre Secuencia (5' - 3') Pre-desnat.¥ Ciclos○ Desnaturalización Hibridación Extensión 
Extensión 

final 
Producto 

(pb) 
Referencia 

ISKpn6 - 
KPC 

KPC_fw ATGTCACTGTATCGCCGTC 
94°C - 3min 35 94°C - 45seg 58°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min 1532 

(Endimiani et al., 
2008) 4714 GAAGATGCCAAGGTCAATGC (Naas et al., 2008) 

ISKpn7 - 
KPC 

3098U TGACCCTGAGCGGCGAAAGC 
94°C - 3min 35 94°C - 45seg 59°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min 

~1400 § 
(Naas et al., 2008) 

KPC_rv TTACTGCCCGTTGACGCC (Endimiani et al., 
2008) 

tnpA-KPC 
816U CACCTACACCACGACGAACC 

94°C - 3min 35 94°C - 45seg 60°C - 30seg 72°C - 2min 72°C - 7min 
~3500 

(Naas et al., 2008) 

KPC_rv TTACTGCCCGTTGACGCC (Endimiani et al., 
2008) 

¥ Pre-desnaturalización; ○ Cada ciclo comprende tres pasos: desnaturalización, hibridación y extensión; § El tamaño dependerá de la isoforma del Tn4401 dada por la longitud de la región 

intergénica entre el gen blaKPC y la ISKpn7 (isoforma a: deleción de 100pb; isoforma b: sin deleción; isoforma c: deleción de 215pb; isoforma d: deleción de 68pb ó isoforma e: deleción de 

250pb)  

 

Tabla 8. Cebadores y condiciones de PCR para cumplir con el Objetivo 5: Genes de porinas 

  Cebadores utilizados Condiciones de PCR     

Gen Nombre I/E # Secuencia (5' - 3') 
Pre-

desnat.¥ 
Ciclos○ Desnaturalización Hibridación Extensión♦ 

Extensión 
final 

Producto 
(pb) § 

Referencia 

ompK
35 

OmpK35_F1 
E 

ATGGAAAGATGCCTTCAGACACCA 

94°C - 
5min 

30 94°C - 1min 60°C - 30seg 
72°C - 

tiempo 
variable 

72°C - 
7min 

1310 Dr. Alain 
Ocampo-

Sosa 
(HUMV) * 

OmpK35_R1 CGACAAAAAGCGCGAAGGTTT 

OmpK35_F2 
I 

GTCGAAGCGGCAACCGATATG 
320 

OmpK35_R2 GCTTCGGCTTTGTCGCCATT 

OmpK35_outF E AAGACTACTGGTGGTATCGCGACCT   Esta tesis 

ompK
36 

OmpK36_F1 
E 

CCATTAATCGAGGCTCCTCCTACCA 

94°C - 
5min 

30 94°C - 1min 60°C - 30seg 
72°C - 

tiempo 
variable 

72°C - 
7min 

1312 Dr. Alain 
Ocampo-

Sosa 
(HUMV) * 

OmpK36_R1 TGGATTATTCTGCATTTTGCAGCAC 

OmpK36_F2 
I 

GAGTTGCGTTGTAGGTCTGG 
394 

OmpK36_R2 GGCGACACCTACGGTTCTGACAA 

OmpK36_outR E CCGGTTGAAATAGGGGTAAACAGAC 
 

Esta tesis 

36F5 
E 

CAGCACAATGAATATAGCCGAC 94°C - 
3min 

35 94°C - 45seg 58°C - 30seg 72°C - 2min 72° - 7min 1140 (Kaczmarek 
et al., 2006) 36R3 GCTGTTGTCGTCCAGCAGGTTG 

# I: Internos, E: Externos; ¥ Pre-desnaturalización; ○ Cada ciclo comprende tres pasos: desnaturalización, hibridación y extensión; ♦ Dependiendo de la combinación de cebadores; § productos de 

otros tamaños fueron esperados dependiendo de la combinación de cebadores utilizados; * Hospital Universitario Marqués de Valdecilla  
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3.7.5 Objetivo 5: Análisis de porinas   

Se amplificaron los genes ompK35 y ompK36 con diferentes cebadores (Tabla 8), 

obedeciendo a los resultados que se iban obteniendo. En los casos donde los 

cebadores externos disponibles no generaron producto de amplificación, se procedió 

a amplificar con cebadores internos, y éstos combinados con los externos, de modo 

tal de identificar en qué región del gen en cuestión se estaba presentando el 

presunto problema de hibridación del cebador. Una vez identificada la región, se 

procedió en primer lugar a realizar amplificaciones con los cebadores externos pero 

aumentando el tiempo de extensión (presumiendo alguna inserción en el gen) y en 

segundo lugar se diseñaron cebadores externos alternativos.  

En todos los casos los productos fueron enviados a purificar y secuenciar a Macrogen 

Inc Korea y Holanda. Una vez obtenidas las secuencias, su identidad fue verificada 

utilizando la herramienta BLAST (Altschul et al., 1990) y posteriormente el análisis de 

las mutaciones fue realizado por alineamiento en los programas Lasergene MegAlign 

Pro Software (DNASTAR, Inc.) y Multalin (Corpet, 1988) usando secuencias de 

referencia para cada uno de los genes estudiados:  

I. ompK35: Número de Acceso al NCBI – GU945385.1 

II. ompK36: Número de Acceso al NCBI – KC534867.1 

El mapeo de las sustituciones de OmpK36 fue realizado a partir de la estructura 

cristalizada PDB IB: 1OSM (Dutzler et al., 1999), tanto a nivel secundario con el 

software ESPript (Robert y Gouet, 2014) como a nivel terciario con Protein Workshop 

(Moreland, Gramada, Buzko, Zhang, y Bourne, 2005). 

OmpK35 consta de 359 AA, de los cuales los primeros 22 constituyen el péptido 

señal; OmpK36 consta de 367 AA, de los cuales los primeros 21 constituyen el 

péptido señal. 
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3.8  Ensayos de conjugación 

Para cumplir con el objetivo 4, se estudió la transferencia del gen blaCTX-M-15 y del gen 

blaKPC en aislamientos de K. pneumoniae pertenecientes a diferentes pulsotipos. Los 

ensayos se llevaron a cabo utilizando como receptora la cepa E. coli TOP10 sensible a 

cefotaxima y que pertenece a la colección bacteriana del laboratorio de 

Microbiología Clínica de la Facultad de Química. Esta cepa es resistente a rifampicina 

y a azida de sodio. Los ensayos se realizaron según el protocolo descrito en Marquez, 

Xia, Borthagaray, y Roberts (1999). Como se observa en la Tabla 9, para el caso del 

gen blaCTX-M-15 se utilizaron como dadoras 4 ejemplares: 1101, 1125, 1103 y 1113 (los 

primeros dos pertenecientes al pulsotipo A y los últimos dos al pulsotipo B). Para el 

caso del gen blaKPC-2, del primer brote se seleccionó la cepa 666 como dadora y del 

segundo brote la cepa 20/2 (E. coli). Los transconjugantes se seleccionaron por su 

capacidad para crecer en medio MHA ó TSA conteniendo 200 ó 100μg/ml de 

rifampicina más cefotaxima 2 ó 1μg/ml (dependiendo del experimento, ver Tabla 9). 

Se confirmaron por subcultivo en medio MHA ó TSA conteniendo 100 ó 200μg/ml de 

Azida de Sodio. 

A los efectos de confirmar la transferencia del gen blaCTX-M-15 y/o blaKPC a la cepa 

receptora, se realizó la extracción de ADN de los transconjugantes y se amplificaron 

ambos genes.  

Tabla 9. Perfil de sensibilidad de aislamientos involucrados en los ensayos de 
conjugación 

 

Aislamientos  
Medio de 

cultivo 

ATB y concentraciones (µg/ml) 
de selección  

AzNa  RIF  CTX  

Dadores CTX-M-15 (+): 1101, 1103, 1113 y 1125 * 
TSA S  200 S  100 R  1 

Dador 1er Brote KPC: Kp666  MHA S  100 S  200 R  2 

Dador 2° Brote KPC: Ec20/2  TSA S  200 S  100 R  1 

Receptor: E.coli TOP   / R   / R   / S   / 

* 1101 y 1125: pulsotipo A, 1103 y 1113: pulsotipo B; AzNa: Azida de sodio; RIF: Rifampicina; CTX: 

Cefotaxima; S: Sensible; R: Resistente; TSA: Tripticasa Soja Agar; MHA: Müller-Hinton Agar    
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3.9  Cuantificación de la expresión relativa de porinas y KPC por PCR 

a tiempo real 

Con el objetivo de cuantificar la expresión relativa de los mensajeros de las porinas 

OmpK35 y OmpK36, así como para cuantificar la expresión del gen blaKPC, se 

seleccionaron algunos aislamientos según su perfil de sensibilidad a antibióticos y 

sus características genotípicas (Tabla 3). Cada experimento biológico se realizó por 

triplicado. 

3.9.1 Extracción de ARN 

A partir de un cultivo overnight en caldo MH (sin presión antibiótica), se diluyó 1:100 

en caldo y se dejó creciendo hasta que la densidad óptica a 600nm fue de 0,6-0,8. 

Luego se prosiguió con el Kit comercial SV total RNA isolation system (Promega) 

según indicaciones del fabricante, con la salvedad de que el ARN extraído se eluyó en 

50µl de agua libre de nucleasas. Este procedimiento incluye un paso de tratamiento 

con DNasa a fin de eliminar el ADN contaminante. 

A partir de 2µl se midió la concentración de ARN por Nanodrop, otros 2µl fueron 

corridos en un gel de agarosa al 2%, teñido posteriormente con bromuro de etidio 

con el fin de verificar la integridad del ARN extraído. 

3.9.2 Segundo tratamiento con DNasa 

Para asegurar una correcta eliminación de ADN contaminante, el ARN extraído fue 

sometido a un segundo tratamiento con DNasa (DNA-free Kit, Ambion by Life 

Technologies) según indicaciones del fabricante. Este tratamiento asegura la 

eliminación de ADN a partir de preparaciones de ARN, y como paso final elimina la 

enzima DNAsa y cationes divalentes de la muestra.  

Posteriormente, el ARN tratado fue utilizado como templado en amplificaciones por 

PCR a tiempo final de los genes ompK35 y ompK36 a modo de verificar que los 

tratamientos con DNasa hubiesen sido exitosos y no quedase ningún remanente de 

ADN genómico que pudiese interferir en los estudios de cuantificación relativa. 
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Posterior a este segundo tratamiento se procedió a medir nuevamente la 

concentración de ARN por Nanodrop. 

3.9.3 Síntesis de ADN copia 

Con el fin de sintetizar ADN copia para usar como templado en las amplificaciones 

por PCR en tiempo real, a partir de aproximadamente 250ng de ARN de cada 

muestra se realizó una retrotranscripción con el iScript cDNA Synthesis Kit (BIO-

RAD), siguiendo las instrucciones del fabricante. 

3.9.4 Amplificación por PCR en tiempo real 

La amplificación se realizó en un termociclador BIO-RAD CFX96 Realtime System – 

C1000 Thermal Cycler, y el software utilizado para el análisis de los resultados fue el 

CFX Manager (BIO-RAD). Los cebadores utilizados en estos experimentos para 

ompK35 y ompK36, respectivamente, fueron: ompK35RTfor 5’- 

GTCTGGACCACCAATGGC-3’ y ompK35RTrev 5’-GATCTGAGTTTCGCCTTTCA-3’;  

ompK36RTfor 5’-GACCAGACCTACATGCGTGTA-3’ (producto de 78pb) y ompK36RTrev 

5’-GTATTCCCACTGGCCGTAAC-3’ (producto de 81pb) (Landman et al., 2009). Los 

cebadores utilizados para el gen blaKPC fueron: kpcRTfor 5’-

CGTGACGGAAAGCTTACAAA-3’ y kpcRTrev 5’-AGCCAATCAACAAACTGCTG-3’ 

(Landman et al., 2009). La expresión de cada gen se normalizó a la de un gen 

ribosomal de expresión constitutiva (rrsB). Los cebadores utilizados fueron diseñados 

por el Dr. Alain Ocampo-Sosa del Hospital Universitario Marqués de Valdecilla 

(rrsBKP_F: 5’-CAGGCGGTCTGTCAAGTCGGAT-3’ y rrsBKP_R: 5’-

CGCACCTGAGCGTCAGTCTTG-3’) (producto de 184 pb). La expresión relativa de 

ompK35 y ompK36 fue calibrada respecto a la expresión de la cepa  CSUB10S (que 

sólo expresa OmpK36) transformante de K. pneumoniae conteniendo el plásmido 

pSHA16K, que codifica para ompK35 (Domenech-Sanchez et al., 2003). Por lo tanto, 

la cepa CSUB10S/pSHA16K expresa ambas porinas. La expresión relativa de KPC fue 

estimada para todas las cepas productoras de esta carbapenemasa, utilizando como 

calibrador arbitrario a la cepa PRE. 

El ciclo fue el mismo para los cuatro genes amplificados: 
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- Pre-desnaturalización a 95°C durante 5 minutos 

- 40 ciclos de dos pasos: desnaturalización a 95°C durante 10 segundos e 

hibridación/extensión a 55°C durante 30 segundos 

- Melting: de 65°C a 95°C en incrementos de a 0,5°C. 

La mezcla de reacción se realizó siguiendo el protocolo que se indica a continuación 

(volumen final de reacción: 20µl): 10µl de 2X SYBR Green Premix Ex Taq (Takara, 

Clontech), 0.4µl de cada cebador a una concentración inicial de 10µM cada uno, 

0.4µl de 50X ROX II, 2µl de una dilución 1:100 del ADNc generado por la 

retrotranscripción, y agua milli-Q hasta completar el volumen final. Cada 

amplificación se realizó por triplicado en cada uno de los 3 experimentos biológicos. 

3.9.5 Cuantificación relativa por el método comparativo de CT 

(ΔΔCT) 

Este método utiliza la fórmula aritmética 2 –ΔΔC
T  para alcanzar los resultados de 

cuantificación relativa (Livak y Schmittgen, 2001). El software utilizado calculó estos 

valores para cada una de las muestras y los genes analizados; sin embargo se 

procedió al análisis manual de cada una de las réplicas y cada uno de los 

experimentos a modo de verificar que los datos calculados fueran correctos y no 

fueron considerados aquellos valores que variaban significativamente. 

Para ello se calculó en primera instancia el valor de ΔCT con la fórmula: 

ΔCT = CT gen blanco – CT gen de referencia 

Siendo ompK35, ompK36 ó blaKPC los genes blanco, y rrsB el gen de referencia. 

Finalmente se calculó el ΔΔCT mediante la fórmula: 

ΔΔCT = ΔCT muestra - ΔCT calibrador 

Siendo cada uno de los aislamientos la muestra y la cepa CSUB10S/pSHA16K, el 

calibrador para el caso de las porinas y la cepa PRE, el calibrador para la expresión de 

KPC. La expresión relativa del calibrador fue considerada igual a 1. 
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En todos los casos se calculó además la desviación estándar del valor ΔΔCT siguiendo 

las indicaciones de Applied Biosystems ("Guide to Performing Relative Quantitation 

of Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR," 2008).  

No se realizaron experimentos de validación de la eficiencia de los genes estudiados 

dada la falta de tiempo (todos los estudios de porinas, desde la amplificación de los 

genes, los análisis de secuencias, la expresión de ARNm así como el perfil de PME 

fueron realizados durante la pasantía en el Servicio de Microbiología del HUMV en 

un período de un mes y medio). Sin embargo, en lo que refiere a la amplificación de 

los genes ompK35, ompK36 y blaKPC, la eficiencia de los cebadores fue previamente 

verificada por Landman et al. (2009). Por otra parte, la eficiencia de los cebadores 

para la amplificación de rrsB fue verificada mediante la realización de una curva 

estándar por parte del Dr. Alain Ocampo-Sosa.  

Claramente, con el objetivo de determinar si las amplificaciones del gen 

normalizador o de referencia (rrsB) versus el gen blanco (ompK35, ompK36 o blaKPC) 

exhibían la misma eficiencia de amplificación por PCR, se debería de haber analizado 

cómo variaba el ΔCT (CT gen blanco – CT gen de referencia) con la dilución del templado. Así, 

estos ΔCT deberían de haber sido ploteados en un gráfico versus el logaritmo de la 

cantidad de ADN del templado para crear una regresión lineal semi-logarítmica. La 

pendiente de esta gráfica se usaría entonces como el criterio de validación del 

experimento. Si dicha pendiente fuera <0.1, entonces el experimento exhibe una 

eficiencia >90 % indicando que puede continuarse con los análisis de expresión. A 

pesar de no haber llevado a cabo este procedimiento de validación, se pudo 

observar que los CT correspondientes al gen rrsB en todos los experimentos fueron 

similares (13 ±  1 ciclo). 

Para detectar la existencia de diferencias significativas entre las medias de una 

determinada variable cuantitativa (en este caso la expresión relativa) en tres o más 

grupos de datos (correspondientes a los diferentes aislamientos) se utilizó el test 

ANOVA de una vía (análisis de varianza de una vía). Como método de corrección se 

utilizó el test de Bonferroni para comparaciones múltiples y un intervalo de 

confianza del 95%. En los casos de las cepas PRE y POST, para detectar la existencia 
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de diferencias significativas entre las medias de la expresión de los genes en estudio 

se empleó el test t de Student de una cola. Se utilizó el software GraphPad versión 

5.00 para Windows, San Diego California USA, www.graphpad.com para la 

realización de las gráficas de expresión y para los cálculos estadísticos. 

3.10   Expresión de porinas a nivel proteico 

Con el objetivo de visualizar si las porinas en estudio (OmpK35 y OmpK36) se 

expresaban a nivel proteico en las muestras seleccionadas (Tabla 3), se procedió a la 

extracción de las PME, y a su posterior corrida electroforética por SDS-PAGE 

(Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes). Las 

proteínas son desnaturalizadas por calor en presencia de agentes desnaturalizantes 

como el β-mercaptoetanol que destruye los puentes disulfuro, y el detergente SDS 

(dodecil sulfato de sodio) que desnaturaliza y recubre las proteínas, separándolas en 

cadenas polipeptídicas aisladas. 

3.10.1 Extracción de proteínas de membrana externa (PME) 

Las porinas OmpK35 y OmpK36 son proteínas de membrana externa, por lo cual para 

poder visualizarlas es preciso extraer las PME y luego estimar por tamaño y 

comparación con los controles positivo y negativo, la presencia o ausencia de dichas 

proteínas. El aislamiento que se utilizó como control positivo de la expresión de 

ambas porinas es el mismo empleado como control positivo de detección de sus 

genes por PCR (cepa CSUB10S/pSHA16K transformante de K. pneumoniae). Como 

control negativo se utilizó la cepa CSUB10R que no expresa ninguna de las dos 

porinas (Domenech-Sanchez et al., 2003). 

Se detalla a continuación el protocolo de extracción realizado: 

I) Se inocularon en 15ml de caldo MH (alta osmolaridad) o NB (Nutrient Broth – 

baja osmolaridad) sin antibiótico, cada uno de los aislamientos y se incubaron 

a 37°C y 65 r.p.m de agitación overnight. 

II) Se centrifugaron los inóculos en tubos de centrífuga de 10ml durante 15 

minutos a 3100 g. 

http://www.graphpad.com/
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III) Se eliminó el sobrenadante y el pellet celular se secó bien mediante el uso de 

una pipeta, y posteriormente se lisó con 1ml de buffer Tris-Mg pH7.3 (10mM 

Tris-HCl, 5mM MgCl2). 

IV) Se sonicó cada muestra durante 5 ciclos de 30 segundos (haciendo una pausa 

de 1 segundo cada 5 segundos). 

V) Luego se centrifugaron las muestras durante 5 minutos a 4400 g a temperatura 

ambiente, se eliminaron los pellets (células no lisadas) y se pasaron los 

sobrenadantes a tubos eppendorf estériles. 

VI) Se centrifugaron a 4°C durante 30 minutos a 26000 g. Los sobrenadantes 

(contenidos citoplasmáticos) fueron eliminados, y se prosiguió el protocolo con 

los pellets (membranas). 

VII) Los pellets se resuspendieron en 800µl de Sarcosil al 2% y se dejaron a 

temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente fueron centrifugados a 

4°C durante 30 minutos a 26000 g. 

VIII) Los sobrenadantes (proteínas de membrana interna) se descartaron y se 

resuspendieron los pellets (proteínas de membrana externa) con 1ml de buffer 

Tris-Mg pH7.3. Luego se centrifugaron a 4°C durante 30 minutos a 26000 g. 

IX) Se eliminaron los sobrenadantes y se secaron los pellets con pipeta, los cuales 

fueron resuspendidos en 40µl de buffer Tris-Mg pH7.3 y conservados a -20°C 

hasta su corrida electroforética. 

3.10.2 Preparación de geles de poliacrilamida 

Considerando que la acrilamida y la bisacrilamida son neurotóxicos previo a 

polimerizar, la realización de los geles se llevó a cabo en campana de extracción. 

Primero se procedió a la realización del gel resolutivo, el cual contenía una 

concentración final de 12% de acrilamida-bisacrilamida, 0.2% de SDS, 0.375M de 

Buffer resolutivo Tris-HCl (pH8.8), 0.2% de TEMED y 0.025% de APS. La mezcla se 

realizó agregando el TEMED y el APS como últimos componentes ya que son los 

encargados de comenzar la polimerización de la poliacrilamida. Una vez hecha la 

mezcla, se introdujo en el soporte de electroforesis (cristales separados por un 

espesor de 1mm). Previo a la polimerización se agregó 1ml de isopropanol para 
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evitar el contacto con el aire (las moléculas de oxígeno impiden la polimerización del 

gel). 

Una vez polimerizado, se retiró el isopropanol y se agregó el gel de apilamiento, 

cuya mezcla se realizó en el momento y contenía una concentración final de 4% de 

acrilamida-bisacrilamida, 0.1% de SDS, 0.125M de Buffer de apilamiento Tris-HCl 

(pH6.8), 0.1% de TEMED y 0.05% de APS. 

Para lograr una mejor resolución de las bandas de proteínas, también se corrieron 

alícuotas de las PME en geles comerciales al 12% (Mini-PROTEAN TGX, Precast Gels – 

BIORAD). 

3.10.3 Corrida electroforética 

El buffer de electroforesis 1X se compuso de 3gr de Tris-base, 14.4gr de Glicina, 10ml 

de SDS 10X y agua destilada hasta completar un litro. 

Las proteínas extraídas en la sección 3.10.1 fueron mezcladas con un buffer de carga 

comercial (Laemmli Sample Buffer – BIO-RAD) en una proporción 1:1, y se cargaron 

en total 20µl  de la mezcla en cada pocillo. No se realizó cuantificación del extracto 

proteico previo a la corrida electroforética. Del PM se cargaron 10µl. 

Las condiciones de corrida fueron las siguientes: 50V por aproximadamente 20 

minutos (hasta que las muestras pasaran al gel resolutivo) y luego 100V hasta que el 

frente de corrida se encontrara cercano al borde inferior del gel. 

Posterior a la corrida, el gel fue teñido durante 30 minutos con Azul de Coomasie 

(0.2gr de Azul de Coomasie, 90ml de 1:1 v:v metanol: agua destilada, 10ml de ácido 

acético glacial). A continuación fue desteñido con una solución de 45% metanol – 

10% ácido acético, en dos lavados de 30 minutos cada uno, en agitación. Luego 

fueron lavados con agua destilada durante 20 minutos, en agitación. Finalmente 

fueron secados sumergiéndolos por 20 minutos en Gel-Dry Solution (Invitrogen).  
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Objetivo 1: Caracterización de genes blaCTX-M y genes blaKPC 

4.1.1 Aislamientos productores de CTX-M 

De los 26 aislamientos recolectados del Hospital Militar en búsqueda de productores 

de CTX-M (Tabla 1), 12 sugerían fenotípicamente la presencia de una BLEE. De éstos, 

11 resultaron productores de CTX-M-15 (verificación por amplificación y 

secuenciación del gen). El aislamiento BLEE positivo pero CTX-M negativo resultó ser 

además negativo para la producción de β-lactamasas del tipo TEM (Tabla 10). No se 

lo evaluó para la presencia de las de tipo SHV ya que la variante SHV-1 se encuentra 

presente normalmente en los aislamientos de K. pneumoniae y no era relevante su 

caracterización para los estudios subsiguientes.   

De estos 11 aislamientos, 10 evidenciaron ser además portadores de integrones de 

clase 1, por lo cual se continuó trabajando con éstos (Fig. 5). Asimismo, 3 de ellos 

portan el gen aac6’-Ib que codifica para una enzima modificadora de 

aminoglucósidos y uno (1126) su variante alélica aac6’-Ib-cr. Curiosamente, el 1101 

mostró un triple patrón de bandas por RFLP lo cual podría sugerir la presencia de 

ambos alelos del gen (Fig. 6). Sin embargo esta posibilidad se descartó por análisis de 

secuencias (Apéndice I). 

Tabla 10. Aislamientos productores de BLEE 

Aislamiento BLEE § blaCTX-M-15 blaTEM intI1 aac6'-Ib ♦ 
1101 (+) (+) (+) TEM-1 (+) (+) 
1102 (+) (+) (-) (+) (-) 
1103 (+) (+) (-) (+) (-) 
1109 (+) (-) (-) (-) (-) 
1111 (+) (+) (-) (-) (-) 
1113 (+) (+) (-) (+) (-) 
1116 (+) (+) (-) (+) (-) 
1120 (+) (+) (+) TEM-1 (+) (+) 
1121 (+) (+) (-) (+) (-) 
1124 (+) (+) (+) TEM-1 (+) (-) 
1125 (+) (+) (+) TEM-1 (+) (+) 
1126 (+) (+) (+) * (-) ¥ (+) Ib-cr 

§ Dato fenotípico obtenido del Vitek; * Sin enviar a secuenciar; ¥ La amplificación del gen de la 

integrasa resultó negativo, pero la RV dio positivo, evidenciando la presencia de un integrón de clase 

1; ♦ Se verificó la identidad por secuenciación, confirmándose el alelo aac6’-Ib-cr en la cepa 1126. 
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A. 

 

B. 

 

Figura 5. Frecuencia de aislamientos productores de CTX-M-15 e integrones dentro de la población 

bacteriana proveniente del Hospital Militar en el período comprendido entre el 22/03/2011 y el 

07/05/2011. A. Total de aislamientos recolectados durante el período mencionado, frecuencia de 

productores de BLEE del tipo CTX-M-15 vs. No CTX-M-15 (42% productoras de CTX-M, con un 

intervalo de confianza de 25,5%-61.5%). B. Aislamientos productores de CTX-M-15 y prevalencia de 

integrones de clase 1 dentro de éstos. 

 

4.1.2 Aislamientos productores de KPC 

Los 13 aislamientos resistentes o con sensibilidad disminuida a los carbapenemes 

resultaron productores de la carbapenemasa blaKPC-2 y asimismo poseedores de 

integrones de clase 1.  
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Con respecto a la caracterización de otros genes de resistencia, se apreció mayor 

variabilidad al comparar los aislados de los diferentes brotes de bacterias 

productoras de KPC. 

Si bien ocho de los aislamientos correspondientes al segundo brote de KPC (Hospital 

Militar) sugerían la presencia de una BLEE según los datos fenotípicos  (Tabla 2), 

solamente cuatro demostraron ser co-productores de una cefotaximasa de la familia 

CTX-M: tres productores de CTX-M-15 (19/2, 54/2 y 66/2) y uno productor de CTX-

M-9 ó CTX-M-51 (20/2). Esta última no pudo ser identificada con precisión ya que la 

secuencia se obtuvo con los cebadores degenerados que amplifican parcialmente el 

gen (Tabla 5). Así es que solamente se pudo discriminar que se trataba de una CTX-M 

del grupo 9, pero no se logró diferenciar entre la variante alélica CTX-M-9 y la CTX-

M-51 que solamente se diferencian en el nucleótido 239 generando un cambio en el 

aminoácido 80 (Alanina en CTX-M-9 versus Valina en CTX-M-51). La secuencia 

obtenida con los cebadores abarcó la región comprendida entre los nucleótidos 249 

y 737 (de un total de 876 nucleótidos que componen el marco abierto de lectura). 

Los restantes cuatro aislamientos (4293, 19/1, 54/1 y 66/1), no productores de CTX-

M, fueron analizados para verificar la presencia de β-lactamasas de las familias TEM 

y SHV (Tabla 11). Si bien todos resultaron positivos a ambas familias, el análisis de las 

secuencias reveló que en todos los casos las variantes presentes (TEM-1 y SHV-

11/155) no codifican para β-lactamasas de espectro extendido (Castanheira, Farrell, 

Deshpande, Mendes, y Jones, 2013; Nuesch-Inderbinen, Kayser, y Hachler, 1997).  

Con respecto a la producción de TEM, la única cepa que resultó negativa fue la E. coli 

20/2. La mayoría de las restantes son portadoras de la variante TEM-1. En cuanto a la 

producción de SHV, todas las cepas resultaron positivas, confirmándose la variante 

alélica SHV-11/155 en todos los casos enviados a secuenciar (Tabla 11). 

Al analizar genes plasmídicos de resistencia a quinolonas (qnrA y qnrB) así como el 

gen aac6’-Ib (que confiere resistencia a aminoglucósidos) la variabilidad entre los 

aislamientos de los diferentes brotes se hizo más evidente. El único aislado poseedor 

del gen qnrA resultó ser el de E.coli (20/2), el cual por otra parte dio resultados 

negativos para qnrB y aac6’-Ib. Todos los correspondientes al primer brote (Hospital 
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Mautone) fueron negativos para la presencia de los genes qnr, sin embargo 

amplificaron producto específico para el gen aac6’-Ib los cuales revelaron coincidir 

con este alelo por secuenciación. 

A diferencia de estos aislamientos, aquellos de K. pneumoniae correspondientes al 

segundo brote evidenciaron la presencia de la variante alélica aac6’-Ib-cr, la cual 

confiere resistencia a los aminoglucósidos y a las quinolonas. Por otra parte, la 

mayoría también mostró poseer el gen qnrB y ninguno el gen qnrA (Tabla 11). 

 

Tabla 11. Aislamientos productores de KPC 

Aislamient
o blaKPC-2 BLEE § blaCTX-M blaTEM * blaSHV * intI1 aac6'-Ib ♦ qnrA qnrB 

666 (A1) (+) (-) (-) (+) (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib (-) (-) 

PRE (B1) (+) (-) (-) (+) TEM-1 (+) SHV-11/155 (+) (+) (-) (-) 

381 (B2) (+) (-) (-) (+) (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib (-) (-) 

POST (B6) (+) (-) (-) (+) TEM-1 (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib (-) (-) 

4293 (+) (+) (-) (+) TEM-1 (+) (+) (+) Ib-cr (-) (+) 

54/1 (+) (+) (-) (+) TEM-1 (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib-cr (-) (+) 

54/2 (+) (+) (+) CTX-M-15 (+) TEM-1 (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib-cr (-) (+) 

19/1 (+) (+) (-) (+) TEM-1 (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib-cr (-) (+) 

19/2 (+) (+) (+) CTX-M-15 (+) TEM-1 (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib-cr (-) (+) 

20/1 (+) (-) (-) (+) TEM-1 (+) SHV-11/155 (+) (+) Ib-cr (-) (+) 

20/2 
E.coli 

(+) (+) 
(+) CTX-M-9 

ó 51 
(-) (+) (+) (-) (+) (-) 

66/1 (+) (+) (-) (+) TEM-1 (+) (+) (+) Ib-cr (-) (-) 

66/2 (+) (+) (+) CTX-M-15 (+) TEM-1 (+) (+) (+) Ib-cr (-) (+) 

§ Dato fenotípico obtenido del Vitek; * Los (+) no se  secuenciaron; ♦ Se verificó la identidad por secuenciación, 

siendo el alelo aac6’-Ib el que posee una T en la posición 304 y el alelo aac6’-Ib-cr el que en su lugar posee una C. 

 

Las variantes alélicas del gen aac6’-Ib fueron corroboradas por RFLP para los 

aislamientos 19/1, 20/1, PRE y POST. Como se observa claramente en la Figura 6, en 

los carriles correspondientes a los aislamientos del segundo brote, la enzima no 

digirió el producto de PCR, indicando el alelo Ib-cr con la posición 304C (como se 

reveló por secuenciación – Apéndice I). Por el contrario, en los carriles 

correspondientes al primer brote se ven claramente dos bandas las cuales indican 

que la enzima digirió, y que por lo tanto se trata del alelo Ib con la posición 304T 

(verificado por secuenciación). 
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Figura 6. Resultado de la digestión de aac6’-Ib con FokI. Las digestiones fueron corridas en un gel de 

agarosa al 2,5%, durante 75min a 110V. El gel fue teñido con bromuro de etidio posterior a la corrida. 

El PM utilizado fue el 100pb de Nippongenetics (bandas de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 

900, 1000, 1500 y 3000pb). Con flechas negras se indican los fragmentos de la digestión (265 y 217pb) 

del alelo Ib, con flecha roja se indica el producto de PCR sin digerir (482pb) correspondiente al alelo 

Ib-cr. Como controles positivos se utilizaron Enterobacterias previamente caracterizadas en el HUMV 

(Ib_1: 4.04; Ib_2: 208; Ib-cr_1: 189; Ib-cr_2: 6.19; 2 alelos: 43.06). 

 

4.2  Objetivo 2: Caracterización de integrones atípicos y sus 

entornos 

4.2.1 Integrones atípicos 

Las 10  cepas de K. pneumoniae productoras de CTX-M-15 (no productoras de KPC) y 

portadores de integrones de clase 1, provenientes del Hospital Militar fueron 

evaluadas en profundidad en lo que respecta a los integrones mencionados. Se 

analizaron sus regiones variables, la presencia o ausencia de ISCR1 y finalmente se 

hizo detección de los diferentes módulos que conforman un integrón clásico, en 

búsqueda de aislamientos que carecieran de alguno/s de estos módulos y que por lo 

tanto representaran ejemplos de integrones atípicos. 

Se encontró gran variabilidad en sus regiones variables, detectándose en 7 de los 

aislamientos, una única banda (lo cual indica la presencia de un único integrón) pero 

cuya identidad a nivel de los cassettes génicos difirió dependiendo del aislamiento 

500pb 

400pb 

300pb 

200pb 

200pb 
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analizado. En dos de ellos – 1101 y 1120 - se encontró la combinación dfrA12-aadA2, 

cassettes que codifican para una dihidrofolato reductasa y una adenilil-transferasa 

de aminoglucósidos, confiriendo resistencia a trimetoprim y a 

estreptomicina/espectinomicina, respectivamente. En tres – 1124, 1125 y 1126 – la  

combinación encontrada fue dfrA12-orfF-aadA2, la cual es idéntica a la anterior pero 

con la inserción del cassette orfF al que no se le conoce función, pero el cual en sí 

mismo es un marco de lectura abierto (proteína putativa). El 1113 presentó la 

combinación aadB-aadA2, ambos cassettes codificantes de adenilil-transferasas (el 

primero también es conocido como ant2’’-Ia). El aislamiento 1121 fue el único que 

evidenció la presencia de un único cassette en la región variable correspondiente al 

aadA1 que codifica para otra adenilil-transferasa. Las cepas 1103 y 1116 

amplificaron 3 bandas de baja intensidad, lo cual sugiere la presencia de 3 integrones 

diferentes. No obstante, la identidad de los cassettes génicos no pudo ser evaluada 

ya que no se lograron cantidades de producto suficientes para su secuenciación. 

Finalmente, la cepa 1102, a pesar de repetidos intentos, no evidenció la presencia de 

RV. Todos estos datos se resumen en la Tabla 12. 

En cuanto a la posibilidad de que estos integrones portaran la recombinasa ISCR1, se 

analizó por PCR con cebadores específicos. Se reveló de este modo que 9 de los 10 

aislamientos son portadores de esta recombinasa, siendo entonces el aislamiento 

1103 el único portador de integrones no complejos (y considerando que sugería al 

menos la presencia de 3 integrones diferentes, este resultado indicaría que ninguno 

de los tres porta la secuencia de inserción mencionada).  

Al analizar los módulos que conforman estructuralmente un integrón clásico (Fig. 3), 

sorprendentemente se evidenció que todos los aislamientos poseen integrones 

atípicos, habiéndose encontrado un ejemplar perteneciente al grupo estructural V 

(1102) por no presentar ni RV, ni región 3’CS, ni módulo tni ni IRt; uno 

correspondiente al grupo estructural III  (1103) en el cual no se obtuvo amplificación 

ni del 3’CS, ni del módulo tni ni del IRt; y ocho ejemplares de integrones atípicos del 

grupo II, en los cuales hay ausencia de módulo tni y del IRt (Tabla 12 y Figura 7). 
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Cierto grado de variabilidad fue encontrado además en la región del IRi de dichos 

integrones, donde 5 aislamientos parecen estar insertos en el esqueleto de un 

transposón Tn21-like y uno en el Tn1696-like. Cuatro aislamientos no rindieron 

producto con los cebadores utilizados, y fueron sometidos a una nueva amplificación 

con el mismo cebador reverso (HS818) pero utilizando un cebador nuevo (HS1001) 

“hacia adelante” que hibrida en IS26, ya que un extremo IRi con esta secuencia de 

inserción fue previamente descrito en aislamientos de Sydney, Australia (Roy 

Chowdhury et al., 2011). De este modo, el aislamiento 1116 amplificó una banda 

consistente con el tamaño esperado, pero de intensidad insuficiente para su 

secuenciación. Los restantes aislamientos (1102, 1103 y 1121) tampoco produjeron 

producto con esta combinación de cebadores. 

4.2.2 Entornos de integrones atípicos: ISs  y regiones RMD 

Tomando como referencia el aislamiento U20 (Roy Chowdhury et al., 2011), 

proveniente de nuestro país, portador de un integrón atípico grupo II embebido en 

una plataforma de multirresistencia, y productor de una BLEE CTX-M-15, se decidió 

evaluar los entornos genéticos de los aislamientos en estudio para verificar si 

algunas, o todas las regiones allí presentes, también se encontraban en los 

aislamientos de interés (Fig. 8). 

En primera instancia se decidió caracterizar la región río arriba del integrón, es decir, 

por fuera del IRi. Así es que se evaluaron diferentes plataformas por PCR y la 

confirmación de las mismas se realizó secuenciando los productos de tamaño 

esperado y analizando las secuencias posteriormente.  

La presencia de las secuencias de inserción IS26 e ISEcp1 se reveló en todos los 

aislamientos (Tabla 13), no ocurriendo la misma prevalencia en lo que respecta a los 

genes mphA (presente en 5 de 10 aislamientos) localizados río abajo del integrón, 

aac6’-Ib y blaTEM (Tabla 10), éstos río arriba del integrón.  

Es importante destacar que por análisis bioinformático se determinó que el alelo que 

porta la cepa U20 es el aac6’-Ib-cr y no el alelo salvaje tal y como fuera publicado, ya 

que en la posición 304 presenta una C en vez de una T (Roy Chowdhury et al., 2011) 
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Tabla 12. Caracterización de integrones en aislamientos productores de CTX-M-15 

Aislamiento 
RV 

ISCR1 IRi 
Módulos de integrón clásico Grupo estructural 

de integrón atípico n* Cassettes intI1 RV 3'CS módulo tni IRt 

1101 1 dfrA12-aadA2 (+) Tn21 (+) (+) (+) NP NP II 

1102 (-) N/C ¥ (+) (-) (+) NP ♦ NP NP NP V 

1103 3 N/D § (-) (-) (+) (+) NP NP NP III 

1113 1 aadB-aadA2 (+) Tn1696 (+) (+) (+) NP NP II 

1116 3 N/D (+) IS26-IRi # (+) (+) (+) NP NP II 

1120 1 dfrA12-aadA2 (+) Tn21 (+) (+) (+) NP NP II 

1121 1 aadA1 (+) (-) (+) (+) (+) NP NP II 

1124 1 dfrA12-orfF-aadA2 (+) Tn21 (+) (+) (+) NP NP II 

1125 1 dfrA12-orfF-aadA2 (+) Tn21 (+) (+) (+) NP NP II 

1126 1 dfrA12-orfF-aadA2 (+) Tn21 (-) ● (+) (+) NP NP II 

* Indica el número de bandas amplificadas por PCR; ¥ N/C: No Corresponde; § N/D: No Determinado; # Inferido por el tamaño del producto de PCR, no verificado por 

secuenciación; ● PCR para intI1 resultó negativa, pero PCR para RV resultó positiva; ♦ NP: No Product, los cebadores utilizados no rindieron productos de amplificación 
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Figura 7. Representación esquemática de integrones de clase 1 de acuerdo a sus estructuras 

genéticas. A. Integrones clínicos de clase 1 convencionales (Grupo estructural I). Se muestran con 

flechas negras los cebadores utilizados para caracterizar estructuralmente los integrones en estudio. 

Arriba del esquema se indica el tamaño total del integrón exceptuando la región variable. B. 

Integrones de clase 1 atípicos presentes en los aislamientos en estudio mostrando los límites IRi 

determinados, así como los cassettes génicos encontrados en las regiones variables (se indican los 

tamaños de la combinación de cassettes hallados). ND: Identidad de los cassettes no determinada ya 

que cada aislamientos evidenció 3 regiones variables. Los módulos ausentes se indican con barras 

negras discontinuas en cada esquema de integrón. Los aislamientos se mencionan a los lados de las 

líneas negras continuas que indican a qué grupo estructural pertenecen. 

 

 

Figura 8. Regiones RMD asociadas al integrón de clase 1, identificadas en el aislamiento U20. Para 

analizar la presencia de regiones RMD por fuera de los límites del integrón en aislamientos portadores 

del gen blaCTX-M-15, la cepa U20 fue utilizada como control positivo. La plataforma aquí esquematizada 

comprende aproximadamente 25Kb. Los cebadores utilizados para la búsqueda de estas plataformas 

se indican en rojo. Adaptado de Roy Chowdhury et al. (2011). 

 

En cuanto a las plataformas genéticas en los entornos del integrón, todos los 

aislamientos evidenciaron la asociación IS26:blaCTX-M-15  (Tabla 13), con la salvedad de 

que se apreciaron bandas de otros tamaños además de las de tamaño esperado 

según el control positivo (aproximadamente 4300pb), lo cual estaría indicando 

plataformas diferentes además de la presente en la cepa U20. No obstante, si bien la 

secuencia ISEcp1 parece ser ubicua en los aislados analizados, su asociación con el 

gen blaCTX-M-15 no demostró ser tan frecuente (hallada en la mitad de los ejemplares, 

los cuales amplificaron un producto del tamaño esperado de aproximadamente 

2300pb).  

En los 5 casos que presentaron la co-producción de TEM y CTX-M-15 (así como la 

asociación ISEcp1:blaCTX-M-15) se pudo comprobar un único producto de amplificación 

consistente con el tamaño de aproximadamente 4500pb (Tabla 13), el cual estaría 
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comprendiendo los genes mencionados además de la secuencia ISEcp1 y secuencias 

parciales correspondientes a transposasas del transposón Tn2-like. 

También se evaluó la plataforma aac6’-Ib:blaCTX-M-15 que incluye además una copia 

de IS26 y parcialmente la secuencia de una transposasa del Tn2-like. En todos los 

aislamientos portadores del gen de resistencia a aminoglucósidos (a excepción del 

1126) se obtuvieron 3 productos de amplificación, siendo el de mayor peso 

molecular (aproximadamente 4800pb) el producto específico (Tabla 13). Los tres 

productos fueron enviados a secuenciar para verificar la identidad de aquel producto 

que fuera el correcto. Es de destacar que por la amplificación de productos 

inespecíficos de menor tamaño, la intensidad del producto específico fue, en todos 

los casos, menor, por lo que su amplificación debió ser promovida disminuyendo la 

especificidad de la reacción de PCR (disminución de la temperatura de hibridación y 

aumento en la concentración de MgCl2). En el caso del aislamiento 1126, se verificó 

únicamente la presencia de la plataforma aac6’-Ib:IS26, la cual por tratarse de un 

producto de menor tamaño que aac6’-Ib:blaCTX-M-15 fue más fácilmente amplificable. 

Por lo tanto, no pudo evidenciarse la asociación aac6’-Ib:blaCTX-M-15 en este 

aislamiento. 

Finalmente se analizó la región río abajo del integrón, es decir, por fuera del IRt. Es 

importante destacar en este punto, que si bien con los cebadores utilizados para 

detectar esta región (ver Tabla 6) la cepa U20 no amplificó, esto se debe a los genes 

en los cuales estos cebadores hibridan (HS825 en tniA del Tn402-like; HS826 en merE 

del Tn21), los cuales no se encuentran presentes en el IRt modificado que se aprecia 

en este aislamiento (Fig. 8). 

Así es que se estudió la plataforma mphA:IS26 en todos los aislamientos que 

hubieran evidenciado la presencia del gen mphA, detectándose en todos ellos (Tabla 

13). 
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Tabla 13. Genes de resistencia, EGM y regiones RMD analizadas en los aislamientos productores de CTX-M-15 

Aislamiento 
Genes de resistencia y EGM * 

  Regiones RMD ● por fuera de los límites de integrón 

  Río arriba del IRi   Río abajo del IRt 

aac6'-Ib blaCTXM-15 ISEcp1 blaTEM IS26  mphA   ISEcp1:CTXM IS26:CTXM ♦ aac6'-Ib:IS26 aac6'-Ib:CTXM CTXM:TEM   mphA:IS26 

U20 # (+) Ib-cr (+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) 

1101 (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) 

1102 (-) (+) (+) (-) (+) (-) 
 

NP¥ (+) N/C § N/C N/C 
 

N/C 

1103 (-) (+) (+) (-) (+) (-) 
 

NP (+) N/C N/C N/C 
 

N/C 

1113 (-) (+) (+) (-) (+) (-) 
 

NP (+) N/C N/C N/C 
 

N/C 

1116 (-) (+) (+) (-) (+) (-) 
 

NP (+) N/C N/C N/C 
 

N/C 

1120 (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) 

1121 (-) (+) (+) (-) (+) (-) 
 

NP (+) N/C N/C N/C 
 

N/C 

1124 (-) (+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) (+) N/C N/C (+) 
 

(+) 

1125 (+) (+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) 

1126 (+) Ib-cr (+) (+) (+) (+) (+) 
 

(+) (+) (+) NP (+) 
 

(+) 

* Elementos Genéticos Móviles; # Aislamiento utilizado como control positivo el cual se ilumina en anaranjado; ● Resistentes a Múltiples Drogas; ¥ NP: No Product – la PCR no 

rindió productos de amplificación; ♦ Todos los aislamientos amplificaron, siendo banda única del tamaño esperado en el 1101 y 1125, mientras que los aislamientos 1120, 1121 y 

1124 amplificaron banda de tamaño esperado, también produjeron otras bandas de tamaños ligeramente menores (los restantes produjeron bandas ligeramente mayores o 

menores en tamaño pero de intensidad suficiente como para considerarlas productos específicos); § N/C: No Corresponde; en amarillo se iluminan los 3 aislamientos que 

evidenciaron las mismas plataformas que la cepa U20 (con excepción de portar la variante alélica aac6’-Ib salvaje, en vez de la Ib-cr). 
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4.3 Objetivo 3: Entornos genéticos del gen blaKPC-2  

En base a los estudios realizados por Naas et al. (2008), se analizaron los entornos 

del gen blaKPC-2 en lo que refiere a secuencias de inserción del Tn4401 en el que se ha 

visto frecuentemente inserto (Fig. 9A y Tabla 7).   

Así es que se decidió amplificar con cebadores que hibridaran tanto con dicho gen 

como con las IS adyacentes (ISKpn7 río arriba, ISKpn6 río abajo) de modo de obtener 

amplicones que abarcaran el gen de interés y las plataformas a sus extremos. En 

primera instancia se pusieron a punto las condiciones de PCR para la amplificación 

de los productos de interés utilizándose únicamente la cepa 666 del primer brote y la 

cepa Ec20/2 del segundo brote obteniéndose productos de los tamaños esperados 

(blaKPC:ISKpn6 – aprox. 1530pb; ISKpn7:blaKPC – aprox. 1480pb). Se verificó la 

identidad de ambos productos en ambas cepas por análisis de secuencias. El 

producto blaKPC:ISKpn6 mostró una identidad nucleotídica de 99% respecto de la 

secuencia con N° de acceso al NCBI EU176011.1. Asimismo se evidenció que el 

producto ISKpn7:blaKPC presentaba una diferencia de aprox. 100pb entre los 

aislamientos, siendo el amplicón del aislamiento 666 el de menor tamaño y 

sugiriendo la inserción del gen blaKPC en la isoforma a del Tn4401 que presenta una 

deleción de 100pb río arriba del gen de la carbapenemasa (98% de identidad 

nucleotídica con N° de acceso EU176011), mientras que en el 20/2 no se detectó 

ninguna deleción (97% de identidad nucleotídica con N° de acceso EU176014), 

sugiriendo que en este aislamiento el gen estaría inserto en la isoforma b del Tn4401 

(sin deleción). 

Una vez verificadas las secuencias, se utilizaron esos mismos aislamientos como 

controles positivos para analizar la presencia de las mismas plataformas en los 

restantes aislamientos productores de KPC-2. Esto permitió comprobar que ambas 

plataformas se encontraban presentes en todos los aislamientos. Asimismo, se 

observó una diferencia en tamaño de los amplicones correspondientes a 

ISKpn7:blaKPC entre las cepas del primer brote (producto de menor tamaño) y las 

cepas del segundo brote (Fig. 9B). Dado que la diferencia de tamaño parecía 

corresponderse con los controles positivos pero es poco apreciable a nivel de la 
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resolución del gel, se enviaron a secuenciar dos productos más de cada brote (PRE y 

POST del primer brote; 19/2 y 4293 del segundo brote). El análisis de dichas 

secuencias permitió corroborar que efectivamente el gen blaKPC-2 de los aislamientos 

del Hospital Mautone se encuentra embebido en la isoforma a del Tn4401 (con 

deleción de 100pb) mientras que en los correspondientes al Hospital Militar se 

encuentra en la isoforma b (sin deleción). 

 

Figura 9. Caracterización de plataformas que rodean al gen blaKPC-2 en los aislamientos estudiados. 

A. Representación esquemática de las estructuras genéticas del Tn4401 isoforma a identificadas en 

los entornos del gen blaKPC-2. Los genes y sus orientaciones de transcripción se indican por flechas. Los 

triángulos blancos representan los repetidos invertidos (IRs) que flanquean el Tn4401. Los triángulos 

grises representan los IRs de ISKpn7 e ISKpn6. La deleción de 100pb característica de la isoforma a 

también se indica. Los cebadores utilizados para la detección de las diferentes plataformas se 

muestran debajo del esquema con triángulos negros. B. Visualización del producto de amplificación 

ISKpn7:blaKPC por electroforesis en gel de agarosa 2,5%. PM: Hyperladder I de Bioline. Los controles 

positivos corresponden a los cepas Kp666 del primer brote (Tn4401 a) y Ec20/2 del segundo brote 

(Tn4401 b) previamente caracterizadas por secuenciación. El aislamiento TC f corresponde a una cepa 

transconjugante cuya cepa dadora fue la Ec20/2 (Ver apartado 4.4). Como control negativo se utilizó 

agua milliQ. 

 

Con la información obtenida hasta el momento se puede concluir que el gen blaKPC-2 

se encuentra embebido en dos isoformas diferentes del Tn4401, la isoforma a en 
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aquellos correspondientes al brote del Hospital Mautone, y la isoforma b en los 

correspondientes al brote del Hospital Militar. Sin embargo, se quiso estudiar más 

allá de las secuencias de inserción con el fin de verificar que se tratara efectivamente 

del Tn4401, por lo cual se analizó la plataforma que abarcó desde la transposasa 

tnpA hasta el gen blaKPC (Tabla 7 y Fig. 9A). Una vez más se puso a punto la PCR con 

la cepa 666 y se envió a secuenciar una vez obtenido el producto del tamaño 

esperado (aprox. 3500pb). Al verificarse la identidad del mismo (99% de identidad 

nucleotídica con N° de acceso EU176011) comprobando que se trataba 

efectivamente de la transposasa del Tn4401, se utilizó este aislamiento como control 

positivo para la amplificación de esta plataforma en los restantes aislamientos, 

obteniéndose producto específico en todos los casos. 

 

4.4 Objetivo 4: Transferencia de blaCTX-M-15 y blaKPC-2 por conjugación 

y caracterización de plásmidos 

4.4.1 Transferencia de blaCTX-M-15  

El gen blaCTX-M-15 fue exitosamente transferido a la cepa receptora en todos los casos 

ensayados. No obstante las frecuencias de conjugación difirieron en dos órdenes de 

magnitud dependiendo del pulsotipo. Los aislamientos 1101 y 1125 caracterizados 

como pulsotipo A rindieron una frecuencia de conjugación entre 5 x 10-8 y 1 x10-7 

transconjugantes por célula receptora, mientras que los aislamientos 1103 y 1113 

caracterizados como pulsotipo B rindieron una frecuencia mayor  (1,6±0,2 x 10-5 

transconjugantes por célula receptora). A todas las transconjugantes se les verificó la 

presencia del gen mediante PCR. Asimismo, como se vio anteriormente que el gen 

de CTX-M-15 parecía encontrarse en los entornos del integrón, también se realizó 

PCR para intI1, verificándose además la presencia del integrón en el plásmido 

transferido. 

4.4.2 Transferencia de blaKPC-2 

La conjugación del gen blaKPC-2 a partir de la cepa Kp 666 correspondiente al primer 

brote de KPC (gen que se determinó embebido en la isoforma a del Tn4401) no 
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rindió transconjugantes, a pesar de haberse ensayado por triplicado en tres 

experimentos independientes. El hecho de no haber obtenido transconjugantes (TC) 

indica una frecuencia de conjugación menor a 1 x 10-8 transconjugantes por célula 

receptora, o bien que el gen blaKPC-2 no está contenido en un elemento movilizable. 

Por el contrario, la conjugación a partir de la cepa Ec 20/2 correspondiente al 

segundo brote de KPC (en la cual el gen se determinó localizado en la isoforma b del 

Tn4401) fue exitosa, alcanzándose una frecuencia de conjugación mayor a 1 x 10-3 

transconjugantes por célula receptora. Las TC fueron ensayadas por PCR para 

verificar la presencia del gen blaKPC, y asimismo, como la cepa dadora era portadora 

de una BLEE de la familia CTX-M y el antibiótico de selección fue la cefotaxima, se 

analizó a las TC en cuanto a la presencia del gen blaCTX-M, dando en todos los casos 

negativo, y consecuentemente indicando que estos genes de resistencia a β-

lactámicos se localizarían en moléculas de ADN diferentes en el aislamiento 

ensayado.  

4.4.3 Caracterización de grupos de incompatibilidad plasmídica 

Todos los aislamientos estudiados en el marco de esta tesis fueron evaluados por 

mapeo por PCR en lo que respecta a los grupos de incompatibilidad plasmídica 

descritos por Carattoli et al. (2005). También se evaluaron los grupos IncR e IncU 

descritos posteriormente (Garcia-Fernandez et al., 2009). De igual forma se evaluó 

un ejemplar de los transconjugantes obtenidos en cada conjugación biparental. 

Como se observa en la Tabla 14, la mayoría de los aislamientos productores de CTX-

M-15 no produjeron productos de amplificación para ninguno de los 20 grupos de 

incompatibilidad plasmídica analizados. En algunos casos puntuales (se indican en la 

Tabla 14), bandas de muy baja intensidad pero de tamaño esperado se observaron 

para los grupos IncX e IncB/O (datos no mostrados). La débil amplificación 

imposibilitó la purificación de los productos para enviar a secuenciar, por lo cual no 

se pudo verificar la identidad de los mismos. Tampoco amplificaron los ejemplares 

de TC CTX-M positivos. Por el contrario, todos los aislamientos productores de KPC 

fueron tipables en uno a tres grupos de incompatibilidad plasmídica por aislamiento, 

indicando la presencia de múltiples plásmidos en cada uno de ellos (Tabla 14).  
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Interesantemente, mientras que todas las cepas del primer brote de KPC 

presentaron el grupo IncFII así como el IncR, el IncFII fue hallado únicamente en 

cuatro de los aislamientos del segundo brote (3 de ellos en aislamientos co-

productores de CTX-M-15), y el IncR no se encontró en ninguno. Sin embargo, el 

grupo IncN se halló en todos los aislamientos del segundo brote así como también 

en el transconjugante (Tabla 14), lo cual indica que el plásmido transferido (portando 

el gen blaKPC-2) pertenecería a este grupo de incompatibilidad plasmídica. 

Tabla 14. Grupos de incompatibilidad plasmídica hallados 

Aislamiento productor 
de CTX-M-15 ● 

Grupo de 
Incompatibilidad 

plasmídica 

  Aislamiento 
productor de KPC-2  ● 

Grupo de 
Incompatibilidad 

plasmídica   

1101 B * 
 

666 (A1) FII / R 

1102 NP ¥ 
 

PRE (B1) FII / R 

1103 B / X * 
 

381 (B2) FII / R 

1113 NP 
 

POST (B6) FII / R 

1116 NP 
 

4293 N 

1120 B * 
 

54/1 FII / N 

1121 NP 
 

54/2 FII / N 

1124 B * 
 

19/1 N 

1125 NP 
 

19/2 N 

1126 NP 
 

20/1 FII / N 

TC a1 (dadora: 1101) NP 
 

Ec 20/2 N 

TC c3 (dadora: 1103) NP 
 

66/1 FII / N 

TC b2 (dadora: 1113) NP 
 

66/2 N 

TC g1 (dadora: 1125) NP 
 

TC f (dadora: Ec 20/2) N 

● TC: Transconjugante, se indica entre paréntesis la cepa parental; * Estos grupos fueron inferidos 

(ver apartado 4.4.3); ¥ NP: No Product - Sin amplicón para ninguno de los 20 grupos evaluados 

 

4.4.4 Extracción de plásmidos pesados 

Otro modo de caracterizar el contenido plasmídico de las cepas objeto del presente 

estudio es el análisis del perfil plasmídico mediante la extracción de los mismos y 

posterior corrida electroforética. Comparando el perfil de las cepas dadoras en los 

ensayos de conjugación con el perfil de alguna cepa transconjugante se puede, 



 

Página | 65  
 

entonces, visualizar el tamaño del plásmido transferido y estimarlo al cotejarlo con 

un aislamiento con plásmidos de pesos moleculares conocidos. 

En los aislamientos productores de CTX-M-15 (no co-productores de KPC) se 

observan 4 patrones plasmídicos diferentes que con el único propósito de 

diferenciarlos en esta tesis se nombrarán arbitrariamente α, β, δ y λ (Fig. 10A). El 

patrón α solamente lo presenta el aislamiento 1101 y exhibe dos bandas 

plasmídicas, una de aprox. 150Kb y otra de tamaño ligeramente menor. El patrón β, 

en el cual se distinguen dos bandas plasmídicas, una de aprox. 150kb y otra de 

aprox. 7Kb, es compartido por los aislamientos 1102, 1103, 1113, 1116 y 1121. El 

patrón δ, similar al patrón α, presenta claramente 2 bandas (una mayor a 152Kb  y 

otra de menor tamaño, aparentemente de menor tamaño a la del patrón α) y 

posiblemente 1 a 3 bandas menos definidas que podrían representar 

conformaciones plasmídicas diferentes (aislamientos 1120, 1124 y 1125). 

Finalmente, el último patrón (λ) lo presenta el aislamiento 1126 únicamente, el cual 

parece exhibir un único plásmido. A pesar de utilizar altas temperaturas y 

condiciones alcalinas (SDS a pH12.6) para eliminar el ADN cromosomal, 3 

aislamientos mostraron bandas con aspecto “feathery” (Kado y Liu, 1981) 

consistentes con restos de ADN cromosomal. 

Los perfiles de plásmidos revelados por las cepas productoras de KPC resultaron 

bastante diferentes (Fig. 10B), siendo muy homogéneo para el primer brote (donde 

se observa una única banda plasmídica de un tamaño mayor a 152Kb idéntica en 

todos los aislamientos) y más bien heterogéneo en los aislamientos del segundo 

brote. Todas, a excepción de la E. coli 20/2 presentan entre 6 y 7 bandas plasmídicas, 

de las cuales solamente una exhibe un tamaño mayor a 152Kb, se estima el tamaño 

de dos entre 54Kb y 151Kb, una ligeramente menor a 54Kb y los restantes todos de 

bajo peso molecular (menor a 7,2Kb o 4,7MDa aprox.). Para la 20/2 se observa un 

patrón de solamente 4 bandas, siendo dos de ellas de alto peso molecular (mayor a 

50Kb o 33MDa) y dos de bajo peso molecular. En estos aislamientos, algunas de las 

bandas se observan difusas, pudiendo indicar tanto la presencia de ADN cromosomal 

no eliminado, o bien conformaciones alternativas de los plásmidos.  
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Figura 10. Perfil plasmídico obtenido por extracción de plásmidos pesados. Se muestran geles de 

agarosa al 0.9% teñidos con bromuro de etidio y fotografiados a las 24hs de permanecer en agua 

destilada a 4°C. A. Aislamientos productores de CTX-M-15. El primer y último carril corresponden a las 

cepas de E. coli utilizadas como controles: V517 (plásmidos de 2.1Kb, 2.7Kb, 3Kb, 3.9Kb, 5.1Kb, 5.6Kb, 

7.2Kb y 54Kb); J53 (1 plásmido de 152Kb). Las flechas rojas indican las bandas concordantes con ADN 

cromosomal. B. Aislamientos productores de KPC. Los primeros y los últimos dos carriles 

corresponden a los controles (Idem 7A).  

B. 
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Al analizar las cepas involucradas en los ensayos de conjugación, se observa 

claramente que la cepa E. coli TOP utilizada como receptora no exhibe plásmidos, 

mientras que cada una de las TCs evidencia la presencia de un único plásmido, el 

cual coincide con uno de los provenientes de los aislamientos dadores (Fig. 11). 

Teniendo presente que el plásmido transferido pudo ser tipificado por PCR como 

perteneciente al grupo de incompatibilidad plasmídica IncN, y contemplando el perfil 

de plásmidos que se obtuvo para la cepa dadora del gen blaKPC-2 (20/2) y su 

respectiva transconjugante (TC f) (ver Fig. 11B) se puede concluir que el gen de 

interés se encuentra localizado en un plásmido de aproximadamente 50Kb. 

 
A.                                                                                      B.        

 

Figura 11. Perfil plasmídico de aislamientos empleados en los ensayos de conjugación y sus 

respectivos transconjugantes. A. Aislamientos dadores del gen blaCTX-M-15 (1101, 1103, 1113 y 1125), 

aislamientos transconjugantes (indicados como TC, cada uno en el carril a la derecha de su 

correspondiente parental) y aislamiento receptor (E. coli TOP). En el primer y último carril se 

muestran los controles de peso molecular plasmídico (ver sección 3.2 y Fig. 10). B. Aislamiento dador 

del gen blaKPC-2 (20/2), su correspondiente transconjugante (TC f) y aislamiento receptor (idem 8A). 

Los últimos dos carriles muestran los controles de peso molecular. 

 

La imposibilidad de tipificar molecularmente los plásmidos de las cepas dadoras de 

CTX-M-15 tuvo como consecuencia el no poder tipificar tampoco el plásmido 

transferido. Solamente se puede inferir que en los casos de los aislamientos del 

pulsotipo B (1103 y 1113) el plásmido transferido parece ser del mismo tamaño, y 
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rondar los 150Kb. Para los aislamientos del pulsotipo A (1101 y 1125) el plásmido 

transferido parece diferir ligeramente en tamaño (más pequeño el correspondiente 

al aislamiento 1125) aunque en ambos casos se trata de un plásmido de alto peso 

molecular (mayor a 54Kb). 

 

4.5 Objetivo 5: Análisis de porinas y expresión de KPC 

Como fue mencionado en la sección 3.9, los experimentos realizados para cumplir 

con este objetivo de la tesis fueron realizados durante una pasantía de investigación 

en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander, España. La selección 

de los aislamientos a estudiar se realizó en Uruguay teniendo como requisito, que las 

cepas seleccionadas poseyeran diferentes perfiles de sensibilidad a antibióticos y 

diferente perfil genético de genes de resistencia a β-lactámicos (Tabla 3). 

Al arribar al laboratorio en el hospital mencionado, se me informó que se le habían 

realizado nuevamente los perfiles de sensibilidad con el sistema Vitek 2 con el fin de 

verificar que los aislamientos conservaran los mismos perfiles. Lamentablemente los 

resultados indicaron que algunas de las cepas habían perdido algunos de los genes 

de resistencia, ya que los perfiles de sensibilidad diferían enormemente de los 

originales (Tabla 15). Asimismo, una vez allí realicé PCRs confirmatorias para las 

familias de enzimas CTX-M y KPC, lo cual permitió verificar los datos de sensibilidad. 

A este respecto, es importante recordar que los aislamientos nombrados como /1 y 

/2 correspondientes al segundo brote de KPC, referían a colonias morfológicamente 

diferentes a partir de una misma muestra. La mayoría resultaron ser el mismo tipo 

de microorganismo (K. pneumoniae) con perfil de sensibilidad diferente. Ambas 

morfologías fueron reaisladas y conservadas a -20°C como aislamientos diferentes. 

Como fuera explicitado en el apartado de Materiales y Métodos, por este motivo, a 

lo largo de esta tesis se han mencionado como cepas distintas.  

Una vez con los aislamientos en el laboratorio receptor, además de la peculiaridad 

de demostrar perfiles de sensibilidad a antibióticos y genes de resistencia diferente a 

los originalmente caracterizados en Uruguay, se evidenció nuevamente la 
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diferenciación morfológica de colonias a partir del cultivo puro del aislamiento 19/1. 

Esta diferenciación fue evidente en placas de Agar Sangre con más de 72hs de 

sembradas, y mantenidas a temperatura ambiente. Primeramente se pensó en una 

contaminación, a pesar de que esta posibilidad parecía poco probable ya que la 

doble morfología se hacía evidente debajo de una colonia aislada, tal y como fuera 

reportado anteriormente. Se decidió por tanto reaislar ambas morfologías, las cuales 

a las 24hs de sembradas en Agar Sangre mantuvieron morfologías diferentes (Fig. 

12). Una de estas morfologías, parecía involucrar colonias más brillantes y de bordes 

definidos, con forma de cúpula, y se le denominó 19/1B. La otra morfología reflejaba 

colonias más claras, achatadas y de bordes más irregulares, y se le denominó 19/1C. 

A partir de esta siembra de 24hs se las sometió al análisis por el sistema Vitek 2 y se 

demostró que a pesar de categorizarse como el mismo bionúmero y la misma 

especie y sub-especie, la sensibilidad a antibióticos difería (Tabla 15) aunque ambas 

exhibían un fenotipo resistente a los carbapenemes (y por PCR se corroboró la 

presencia del gen blaKPC). Si bien el aislamiento ahora denominado 19/1B presentó 

un perfil de sensibilidad muy similar al 19/1 de Uruguay, el 19/1C difería 

enormemente del 19/2 en tanto que este último era resistente a la mayoría de los β-

lactámicos, incluidos los carbapenemes mientras que el 19/1C sólo evidenció 

resistencia a carbapenemes. Esto descartaría que se tratara de la misma 

diferenciación morfológica observada inicialmente en el Hospital Militar. 

El aislamiento 19/2 parece ser el que sufrió mayores cambios fenotípicos ya que el 

caracterizado en Uruguay poseía las enzimas CTX-M-15 y KPC-2 y concordantemente 

presentaba un perfil de resistencia a β-lactámicos (incluidos los carbapenemes), 

mientras que el caracterizado en Santander (19/2 SDR) evidenció ser sensible a 

todos ellos y carecer de los genes codificantes para ambas enzimas (Tabla 15). 

Si bien los aislamientos mencionados fueron los que presentaron mayores 

diferencias (iluminadas en anaranjado y rojo en la Tabla 15), otras variaciones 

menores se observaron en cuanto a los datos de sensibilidad en las cepas PRE, 19/1, 

19/2 y 20/1 (iluminadas en amarillo en la Tabla 15). No obstante, los cambios 

iluminados en amarillo y naranja, se encuentran dentro de la reproducibilidad de la 

técnica de microdilución.  
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Tabla 15. Aislamientos clínicos K. pneumoniae seleccionados para el estudio de expresión de porinas. Diferencias genotípicas y fenotípicas 
entre los enviados a España y los analizados allí. 

 

Aislamiento # Pulsotipo BLEE § 
PCR   Sensibilidad a ATB (CIMs expresadas en µg/mL) ● 

CTX-M KPC   TZP FOX CTX CAZ FEP IPM AMK GEN NAL CIP SXT 

PRE (B1)  C (-) (-) (+) 
 

R (≥128) R (≥64) R (16) R (16) S (8) R (≥16) I (32) R (≥16)   R (≥4)   

PRE SDR ND ¥ (-) (-) (+)   R (≥128) R (≥64)  R (16) R (≥64)  I (16)  R (≥16) S (16) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (80) 

POST (B6)  C (-) (-) (+) 
 

R (≥128) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥16) R (≥64) R (≥16)   R (≥4)   

POST SDR ND (-) (-) (+)   R (≥128) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (≥16) S (16) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (80) 

19/1  D (+) (-) (+) 
 

R (≥128) I (16) R (4) R (≥64) I* (2) I (2) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

19/1B SDR ND (+) (-) (+) 
 

R (≥128) R* (16) R (4) R (16) R* (2) R (8) S (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

19/1C SDR ND (-) (-) (+)   R (≥128) S (≤4) S (≤1) S (4) S (≤1) R (≥16) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) S (≤20) 

19/2  D (+) (+) (+)   R (≥128) R* (16) R (≥64) R (≥64) R (≥64) R (4) I* (4) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

19/2 SDR ND (-) (-) (-)   S (8)  S (8)  S (≤1) S (≤1) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) R (≥32) R (≥4) S (≤20) 

20/1  D (-) (-) (+) 
 

R (≥128) R (≥64) R (16) R (16) I (16) R (≥16) I* (16) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

20/1 SDR ND (+) (-) (+)   R (≥128) I (16) R (4) I (8) I* (2) R (8) S (≤2) R (≥16) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1101 A (+) (+) (-) 
 

  R (32) R (≥64) R (≥64) R (≥64) S (≤1) R (≥64) S (≤1)   R (≥4) R (≥320) 

1101 SDR ND (+) (+) (-)   R (≥128) R (32) R (≥64) R (≥64) R (≥64) S (≤0,25) R (≥64) S (≤1) R (≥32) R (≥4) R (≥320) 

1104 ND (-) (-) (-) 
 

ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND ND 

1104 SDR ND (-) (-) (-)   S (≤4) S (≤4) S (≤1) S (≤1) S (≤1) S (≤0,25) S (≤2) S (≤1) S (4) S (≤0,25) S (≤20) 

# Aislamientos con el sufijo SDR son los analizados en España; ¥ No Determinado; § Resultado del Vitek 2; ● Iluminados en amarillo y anaranjado se muestran los perfiles 

de sensibilidad a β-lactámicos con  cambios de CIM (amarillo: cambios de un orden o dentro de una misma categoría; anaranjado: cambios de categoría); Iluminación en 

rojo: Indica cambios genotípicos; I*: Intermedio modificado; R*: Resistente modificado 
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Figura 12. Diferente morfología de colonia del aislamiento 19/1 analizado en España en placas de 

Agar Sangre. A. Aislamiento 19/1B, morfología de colonia brillante, con cúpula y bordes definidos. B. 

Aislamiento 19/1C, morfología de colonia clara, de superficie achatada y bordes irregulares. 

 

Las diferentes morfologías de colonia, que evidenciaron diferencias claras a nivel 

genotípico y fenotípico, fueron entonces tratadas como aislamientos 

independientes. Se les extrajo ADN para los estudios genéticos, y se los subcultivó 

periódicamente para conservar los distintos fenotipos. Asimismo la morfología de 

colonia fue verificada previamente a la extracción plasmídica y a la extracción de 

proteínas de membrana externa. 

Adicionalmente a los estudios de caracterización plasmídica y de porinas de estos 

aislados, se realizó la caracterización por detección mediante PCR de otras enzimas 

modificadoras de aminoglucósidos ya que en el Servicio de Microbiología del HUMV 

contaba con los cebadores para ello. A partir de resultados de microdilución llevados 

a cabo por un estudiante de dicho servicio (Anexo III), realicé las PCRs 

correspondientes a fin de corroborar el fenotipo de resistencia a aminoglucósidos 

con el genotipo. Así es que se encontró el gen aph(3')-Ia en casi todos los 

aislamientos a excepción del 1104; el gen aac(3’)-IIa  únicamente en los productores 

de KPC del segundo brote mientras que el aac(3)-IVa se halló solamente en los del 

primer brote. Estos resultados se muestran en la Tabla 16.  
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Tabla 16. Genes asociados con la generación de resistencia a diferentes  antibióticos pertenecientes a la clase de los aminoglucósidos 

hallados en los aislamientos estudiados en el HUMV. 

 

Genes de resistencia a Aminoglucósidos 

  K,Nm K, G, T K, G, T, Nt K, T, Ak, Nt K, T, Ak G G, T, Nt, Nm G, T, Nt K, Nm, Ak 

Aislamiento aph(3')-Ia aph(3')-IIa ant(2')-Ia aac(3)-IIa aac(6')-Ib ant(4')-IIa aac(3)-Ia aac(2')-Ia aac(3)-IVa aph(3')-VIa 

1101 (+) (-) (-) (-) aac(6')-Ib (-) (-) (-) (-) (-) 

1104 (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

19/1B (+) (-) (-) (+) aac(6')-Ib-cr (-) (-) (-) (-) (-) 

19/1C (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

19/2 (+) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) (-) 

20/1 (+) (-) (-) (+) aac(6')-Ib-cr (-) (-) (-) (-) (-) 

PRE (+) (-) (-) (-) aac(6')-Ib (-) (-) (-) (+) (-) 

POST (+) (-) (-) (-) aac(6')-Ib (-) (-) (-) (+) (-) 

K: Kanamicina; Nm: Netilmicina; G: Gentamicina; T: Tobramicina; Ak: Amicacina 
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Con el fin de corroborar que las variaciones en los fenotipos, tanto entre los 

diferentes aislados de la cepa 19/1, como entre los de Uruguay y los analizados en 

España, pudieran verse reflejadas por pérdida de genes contenidos en plásmidos, se 

realizó la extracción de plásmidos pesados de todas las cepas involucradas. En 

primera instancia se realizó la técnica en el laboratorio receptor (Fig. 13A), donde se 

pudieron apreciar bandas plasmídicas más definidas en todos los casos, a excepción 

de las cepas PRE y POST que, a pesar de repetir la técnica en varias ocasiones, no se 

observó banda alguna. Comparando el perfil de bandas para los aislamientos 1101 y 

20/1 de la Figura 10A y 10B respectivamente, versus el perfil que se observa en la 

Figura 13A, se puede concluir que son idénticos. En el caso del aislamiento 19/2 

ocurre todo lo contrario, apreciándose una disminución en la cantidad de bandas del 

aislamiento de España  (Fig. 13A).   

 

Figura 13. Perfil plasmídico de aislamientos para estudio de porinas. A. Plásmidos extraídos en 

España y corridos en gel de agarosa de bajo punto de fusión al 0,9%, con tinción posterior con 

bromuro de etidio. En el primer y último carril se observan los controles de peso molecular 

plasmídico. B. Plásmidos extraídos en Uruguay a partir de cepas discordantes enviadas desde España. 

La corrida electroforética se realizó en un gel de agarosa al 0,9% y fue también teñido posterior a la 

corrida con bromuro de etidio. En los últimos dos carriles se muestran los controles de peso molecular 

plasmídico. Con una flecha roja se indica el plásmido que probablemente sea el portador de blaKPC-2. 
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En segunda instancia, y habiendo enviado los aislamientos 19/1B, 19/1C y 19/2 SDR 

hacia Uruguay, realicé la misma extracción en la Cátedra de Microbiología Clínica en 

conjunto con las cepas “originales” a modo de poder compararlas (Fig. 13B). 

Claramente se observa que las cepas 19/2 son diferentes en el contenido plasmídico, 

conteniendo la 19/2 SDR cuatro bandas menos que su “parental” de Uruguay. La 

banda de alto peso molecular que se observa en la Fig. 13B correspondiente a la 

cepa 19/2 SDR y que no se observó en la misma cepa en la extracción de España (Fig. 

13A) puede reflejar un tratamiento de la muestra menos cuidadoso en el segundo 

caso y coincide con no haber podido recuperar plásmidos de peso similar en las 

cepas PRE y POST. 

Con respecto a las cepas 19/1B y 19/1C analizadas en Uruguay, los perfiles parecen 

ser similares, con la única diferencia de que la 19/1B evidenció un plásmido de alto 

peso molecular con una migración más lenta en el gel, que el de mayor peso 

molecular de la cepa 19/1C. Asimismo, parecen diferenciarse de su correspondiente 

cepa “parental” (19/1) en un único plásmido (Fig. 13B). Curiosamente, esta banda sí 

se observa en la extracción realizada en España, lo cual podría sugerir, por una parte, 

que se haya degradado en la extracción en Uruguay, o bien que ese plásmido se haya 

perdido.  

4.5.1 Análisis de secuencias de los genes ompK35 y ompK36 

El gen ompK35 no pudo ser amplificado en los aislamientos 19/1B, 19/1C, 19/2 SDR y 

20/1 SDR. Con los cebadores externos F1 y R1 solamente se amplificaron 

exitosamente los aislamientos 1101, 1104, PRE y POST (todos SDR). Es así que se 

utilizaron los cebadores internos F2 y R2, en combinación con los externos para 

determinar qué región podría estar interfiriendo con una correcta amplificación. Los 

resultados evidenciaron que el inconveniente se encontraba en el extremo 5’ del gen 

(de acuerdo a su dirección de transcripción), ya fuera porque el cebador F1 no 

hibridaba correctamente, o porque se encontrara una secuencia de inserción en 

dicha región que no fuera detectada con la extensión  utilizada en la PCR (2 minutos). 

Por lo tanto, primeramente se decidió incrementar el tiempo de extensión hasta 5 

minutos, lo cual de todos modos no rindió amplicones. En segundo lugar, en 
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colaboración con el Dr. Alain Ocampo-Sosa, diseñamos un cebador externo 

alternativo (outF) para descartar la opción de que el cebador F1 fuera el que no 

hibridaba. Sin embargo, una vez más los resultados fueron desalentadores (no 

ocurrió amplificación). 

El análisis de las secuencias correspondientes al gen ompK35 de los aislamientos 

1101, PRE y POST reveló una inserción de una G en la posición 123, la cual genera un 

corrimiento del marco abierto de lectura y consecuentemente un codón STOP 

prematuro en la posición 89 - nucleótidos 265-267 (Fig. 14). La secuencia 

correspondiente a la cepa 1104 reveló únicamente tres mutaciones silenciosas 

(nucleótidos 294, 303 y 786) sin corrimiento del marco de lectura. 

El gen ompK36 se pudo amplificar exitosamente en todos los aislamientos 

estudiados. Con los cebadores F1 y R1 se amplificaron todos los aislamientos a 

excepción del 1101. En este caso se procedió como para el gen ompK35, en cuanto a 

que se optó por mapear con cebadores internos las regiones amplificables, 

determinando así una vez más, que la región que no amplificaba era la 5’ del gen. 

Frente a este resultado, se decidió incrementar la extensión de la PCR, y al dar ésta 

resultado negativo, se diseñó para este caso también otro cebador externo 

alternativo (outR). Esta PCR arrojó asimismo resultados negativos. Por tanto, ya en 

Uruguay, se utilizó otro set de cebadores, reportados previamente (Kaczmarek et al., 

2006), pudiéndose amplificar sin problemas el gen correspondiente a la cepa faltante 

(1101). 

A excepción de la secuencia correspondiente al aislamiento 1104 (se discutirá más 

adelante), en las restantes se evidenciaron mutaciones no sinónimas. Dos de ellas 

fueron encontradas en todos los aislamientos (Pro157Val y Arg328His). Otras dos 

fueron exclusivas del aislamiento 19/2 SDR (Asp336Asn y Val337Met), en tanto que 

la sustitución Val343Gly fue hallada en las cepas 19/1B, 19/1C y 19/2 SDR (Fig. 15).  

Con excepción de la sustitución de un ácido aspártico (D) por una asparagina (N) en 

el aminoácido 336 de OmpK36 del aislamiento 19/2 SDR, las demás implican todas 

ellas    cambios    por    aminoácidos     con   similares    propiedades    fisicoquímicas  
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Figura 14. Alineamiento de secuencias del gen ompK35. La secuencia de referencia corresponde al 

número de acceso al NCBI GU945385.1 (359 AA). Se muestra el alineamiento hasta el nucleótido 270 

(aminoácido 80). En amarillo se ilumina la región con secuencia diferente a la referencia. El recuadro 

rojo indica la inserción en la posición 123 y el recuadro azul indica el codón STOP prematuro. 

Alineamiento obtenido utilizando Lasergene MegAlign Pro Software (DNASTAR, Inc.). 

(hidrofóbicos por hidrofóbicos, hidrofílicos cargados positivamente por hidrofílicos 

de igual carga). En este caso se sustituye un aminoácido polar ácido (D) por uno polar 

neutro (N).  
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En lo que respecta a la secuencia aminoacídica de OmpK36 del aislamiento 1104, 

sorprendentemente parece ser dos aminoácidos más corta que la secuencia de 

referencia (número de acceso al NCBI: KC534867.1). Si solamente tomamos en 

cuenta la proteína sin los primeros 21 aminoácidos, que corresponden al péptido 

señal, la del 1104 carece de 3 aminoácidos en las posiciones 163-165.  Asimismo, y 

más extraordinario aún es la falta de conservación de 10 de los residuos a partir de la 

posición 171 así como la inserción de una arginina (R) en posición 288 (Fig. 15) 

Figura 15. Alineamiento aminoacídico de las secuencias de OmpK36 de los aislamientos estudiados. 

La secuencia Ref_KC534867 es la secuencia utilizada como referencia de gen funcional (Shoma, 

Kamruzzaman, Ginn, Iredell, y Partridge, 2014). 1OSM_PDBID corresponde a la secuencia de la 

proteína cristalizada. En negro se muestran las posiciones que son altamente conservadas (>90%), 

aquellas que exhiben baja conservación se muestran en rojo (<50%), y en azul las posiciones neutras. 

En la secuencia consenso (“Consensus”) se muestran en mayúsculas las posiciones altamente 

conservadas, en minúscula aquellas poco conservadas y con un punto las que no presentan residuos 

conservados. Los recuadros indican las sustituciones mencionadas en el texto (rojo: Pro157Val; azul: 

Arg328His; anaranjado: Val337Met; amarillo: Val343Gly). La proteína consta de 367AA; aquí se 

muestra la secuencia sin el péptido señal. El software utilizado fue el MultAlin (Corpet, 1988). 
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Si se analiza en qué región de la proteína mapean estas sustituciones comparando 

con la secuencia correspondiente al ejemplar cristalizado (PDB ID: 1OSM), se observa 

que la mitad de ellas se localizan en estructuras secundarias definidas, como α-

hélices (Arg328His) u hojas-β (Val337Met y Val343Gly) (Fig. 16).  

Asimismo, mapeando en la estructura tridimensional (Fig. 17A y 17B) se puede 

observar que aquellas posiciones con aminoácidos hidrofóbicos (Pro157Val en rojo, 

Val337Met en anaranjado y Val343G en amarillo) se localizan en regiones en 

contacto con las otras subunidades del homotrímero, o bien internas en el barril β. 

Por el contrario, la posición 328 se encuentra más expuesta hacia el borde del poro, 

lo cual es consistente con su naturaleza hidrofílica (Arg328His en azul). Esto se puede 

observar tanto en una vista superior (Fig.17A) como en una vista lateral (Fig.17B) de 

la estructura terciaria y cuaternaria de la proteína. 
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Figura 16. Análisis de secuencias aminoacídicas de OmpK36 en referencia a la estructura secundaria. 

La secuencia de referencia así como la correspondiente a la estructura cristalizada son iguales a las de 

la Fig.15. Las flechas de colores indican las posiciones mencionadas en el texto y presentan 

concordancia de color con los recuadros de la Fig. 15. Las hojas β se mencionan como tales y se 

indican con flechas negras; las hélices α y 3-10 se indican con ondas y como α ó η, respectivamente. 

TT indica giros β estrictos (“β-turns”); TTT indica giros α estrictos (“α-turns”). Alineamiento realizado 

con el software en línea ESPript (Robert y Gouet, 2014). 
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Figura 17. Estructura tridimensional del homotrímero formado por subunidades de OmpK36 

mapeando posiciones de sustituciones aminoacídicas. Cada cadena polipeptídica se indica como 

estructuras de superficie de diferentes colores, mostrándose una de las cadenas con la superficie 

traslúcida y el esqueleto como cintas reflejando la estructura secundaria de hojas β y hélices α. Se 

muestran en esferas de colores los átomos correspondientes a los aminoácidos sustituidos en los 

aislamientos estudiados. Los colores corresponden a los indicados en las Figs. 15 y 16. A. Vista 

superior. B. Vista lateral. Imagen de 1OSM (Dutzler et al., 1999), porina OmpK36 de Klebsiella 

pneumoniae, creada con el software Protein Workshop (Moreland et al., 2005). 

 

4.5.2 Expresión relativa de porinas (acumulación de ARNm) 

La expresión relativa de cada una de las porinas se calculó con la fórmula  2-ΔΔCt, 

donde el ΔΔCt es la diferencia de los promedios de Ct’s entre el aislamiento 

estudiado y la muestra empleada como calibrador (control positivo de expresión de 

ambas porinas: Kp transformante de CSUB10S/pSHA16K), tomando a esta última 

como expresión arbitraria = 1. Los resultados se muestran como los promedios de los 

valores obtenidos en los 3 experimentos biológicos con sus correspondientes 

desviaciones estándar. Las diferencias estadísticamente significativas se indican con 

barras y asteriscos en la figura correspondiente, o bien se mencionan en el pie de 

figura. Es importante destacar que los experimentos se realizaron a partir de 

crecimiento bacteriano en un medio de alta osmolaridad (MH). 

Como se observa en la Figura 18A, la expresión relativa de OmpK35 (medida como la 

acumulación de mensajeros) evidenció ser muy baja (casi nula) para todos los 

aislamientos, en comparación con el aislamiento utilizado como calibrador. La 

diferencia de expresión entre cada uno de los aislamientos versus el calibrador 

resultó estadísticamente significativa, con un valor p < 0.0001 (test de ANOVA de una 

vía, corrección por test de Bonferroni). Por el contrario, no se observaron diferencias 

A. B. 
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significativas de expresión entre las medias de pares de aislamientos. En los casos de 

los aislamientos 1101, PRE y POST esto podría estar relacionado con la alteración del 

marco de lectura y el codón STOP prematuro, a pesar de que los cebadores hibridan 

dentro de la región codificante (antes del codón STOP), la estabilidad de esos 

mensajeros podría verse disminuida por una carencia de ribosomas asociados a los 

mismos y consecuentemente alterar los niveles de acumulación de mensajeros. Por 

otra parte, en todos los casos podría estar ocurriendo una represión de la expresión 

de este ARNm considerando que ya se han reportado casos de disminución de la 

expresión de OmpK35 en medios de alta osmolaridad. 

La variabilidad en los niveles de expresión (acumulación de mensajeros) de OmpK36 

resultó ser mayor, y cada aislamiento evidenció niveles comparables al calibrador 

(Fig. 18B). Realizando el análisis de varianza de una vía, no se detectaron diferencias 

significativas entre las medias de los aislamientos. Sin embargo, se apreció una 

diferencia de expresión notoria entre los aislamientos PRE y POST, y considerando 

que fueron aislados del mismo paciente y mismo sitio de infección (el primero pre-

tratamiento antibiótico y el segundo, posterior a la antibiótico-terapia), se decidió 

analizar si existían diferencias significativas entre las expresiones de ambos 

independientemente de los demás aislamientos. Para ello se utilizó el test t de 

Student de una cola, el cual reveló que la diferencia de expresión es efectivamente 

significativa (p = 0.0098). 
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Figura 18. Cuantificación de expresión relativa (niveles de ARNm) de las porinas estudiadas. Se 

muestran los promedios de las 3 réplicas, de los 3 experimentos y sus desviaciones estándar. Como 

C(+) se indica el aislamiento utilizado como calibrador. Se utilizó el software GraphPad Prism para la 

realización gráfica. A. Niveles de ARNm de OmpK35. La diferencia de acumulación de mensajeros 

entre cada uno de los aislamientos y el calibrador resultaron significativas (p < 0.0001), no se indican 

en la figura. El eje de las Y se muestra como dos segmentos que representan rangos de valores 

diferentes. B. Niveles de ARNm de OmpK36. Se indica con una barra horizontal y un asterisco la 

diferencia estadísticamente significativa (p = 0.0098). 

 

4.5.3 Expresión de porinas a nivel proteico 

La expresión de las porinas a nivel proteico fue evaluada a partir de crecimiento 

bacteriano en dos medios de cultivo de diferente grado de osmolaridad: MH (alta 

osmolaridad) y NB (baja osmolaridad). La decisión de evaluar ambas condiciones se 

basa en reportes previos que indican una diferencia de expresión de OmpK35 

dependiendo de la concentración de solutos en el medio (Domenech-Sanchez et al., 

2003; Hernandez-Alles, Alberti, et al., 1999). 

Luego de extraer las proteínas de membrana externa, se sembraron alícuotas de 

20µl de cada uno de los aislamientos en geles de poliacrilamida al 12%, sin 

cuantificar el contenido de proteínas totales extraídas. Una vez obtenidos los 

resultados (datos no mostrados) se evidenció que la concentración proteica era 

elevada y por lo tanto se dificultaba la discriminación de algunas de las bandas. 

Consecuentemente, con el objetivo de obtener bandas definidas, se decidió cargar la 

mitad del volumen sembrado en el caso anterior, y además utilizar geles comerciales 

al 12%. Como controles positivo y negativo de expresión de ambas porinas se 
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utilizaron los aislamientos Kp transformante de CSUB10S/pSHA16K  y CSUB10R, 

respectivamente (Domenech-Sanchez et al., 2003). 

Como se observa en los geles de la Figura 19, el control positivo expresa ambas 

porinas, siendo éstas las de mayor producción dentro de la variedad de proteínas de 

membrana externa, dada la intensidad de las bandas. Se advierte, asimismo, similar 

nivel de expresión de otra porina, la cual sí es producida por el control negativo. Esta 

porina no fue objeto de estos estudios (OmpA).  

Así es que para el ensayo a partir de crecimiento en medio de alta osmolaridad (MH), 

se aprecia la carencia de la banda superior en todos los aislamientos, mientras que la 

banda inmediatamente inferior se observa en casi todos los casos con una gran 

intensidad (Fig. 19A). La excepción parece ser en la cepa POST, en la cual la banda es 

muy tenue. Prácticamente el mismo patrón de expresión se visualiza para los 

aislamientos crecidos en medio de baja osmolaridad (NB), con la única diferencia 

exhibida por el aislamiento 1104, el cual parece expresar la banda superior (Fig. 

19B). 

Teniendo en consideración los datos de secuencia de los genes ompK35 y ompK36, 

así como la acumulación de sus mensajeros, podemos inferir que la banda superior 

corresponde a la porina OmpK35 y la banda inmediatamente inferior a la porina 

OmpK36. 

Algunos aislamientos (1104 y el 19/1C) reflejaron la expresión de algunas proteínas 

de bajo peso molecular que parecen no expresarse en los restantes. Su identidad así 

como su significancia para los fenotipos de resistencia no fue estudiada. 
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Figura 19. Análisis de proteínas de membrana externa por SDS-PAGE. La corrida se realizó en geles 

comerciales de poliacrilamida al 12% (Mini-PROTEAN TGX Precast Gels, BIORAD). El revelado se 

realizó por tinción posterior con Azul de Coomasie. El PM empleado fue el Precision-Plus Protein Dual 

Color Standards (BIORAD): 250kD, 150kD, 100kD, 75kD, 50kD, 37kD, 25kD, 20kD, 15kD. Como control 

positivo se utilizó la cepa transformante de CSUB10S/pSHA16K y como control negativo la cepa 

CSUB10R. Las presuntas porinas OmpK35 (36kDa) y OmpK36 (38kD) se indican con flechas, negra y 

blanca, respectivamente. También se indica la posición de OmpA (32kD). Los óvalos amarillos indican 

la banda correspondiente a la porina de expresión reprimida en la cepa POST. A. Proteínas extraídas a 

partir de crecimiento bacteriano en medio de cultivo de alta osmolaridad (MH). B. Proteínas extraídas 

a partir de crecimiento bacteriano en medio de baja osmolaridad (NB). Con una flecha roja se indica la 

porina cuya expresión aumentó considerablemente en este medio. 

 

4.5.4 Expresión relativa de KPC (acumulación de ARNm) 

A pesar de no contar con un calibrador para la cuantificación de la acumulación de 

mensajeros de blaKPC, se decidió igualmente calcular la expresión relativa entre los 

aislamientos PRE y POST - SDR productores de esta carbapenemasa con el objetivo 

de analizar otro aspecto que podría influir en el perfil de sensibilidad a β-lactámicos 

de estas cepas. A estos efectos, se utilizó como calibrador a la cepa PRE.  

Cabe mencionar que los estudios de análisis de acumulación del ARNm de blaKPC se 

realizaron también a las otras tres cepas productoras de carbapenemasa (19/1B, 

OmpA 

OmpA 
OmpA 

OmpA 

75kD 

50kD 

37kD 

25kD 

75kD 

50kD 

37kD 

25kD 



 

Página | 85  
 

19/1C y 20/1), pero comparar la expresión de éstas contra la de la PRE no sería lo 

correcto ya que el background genético es muy diferente. Sin embargo, a efectos de 

tener una noción respecto a los niveles de expresión, igualmente se calculó la 

expresión relativa utilizando la cepa PRE como calibrador. Los datos en su conjunto, 

obtenidos a partir de tres réplicas en tres experimentos independientes, 

demostraron una gran desviación estándar (Fig. 20A). Por lo tanto, verificando los 

valores correspondientes al 2-ΔΔCt de cada uno de los experimentos, se observó que 

el primer experimento exhibió valores considerablemente mayores a los de los otros 

dos experimentos. Removiendo los datos del primer experimento en todos los 

aislamientos, la desviación estándar se reduce y la tendencia de expresión cambia, 

mostrando niveles de acumulación de ARNm mayores para las cepas del primer 

brote de KPC (Fig. 20B). Sin embargo, las diferencias entre las medias no son 

estadísticamente significativas (ANOVA de una vía con corrección de Bonferroni, 

comparando todas las columnas). No se pudo realizar el test t de Student entre las 

cepas PRE y POST ya que con dos réplicas el test no es posible. 

 

 

Figura 20. Cuantificación de expresión relativa (niveles de ARNm) de blaKPC. A. Se muestran los 

promedios de las 3 réplicas, de los 3 experimentos y sus desviaciones estándar. B. Se muestran los 

promedios de las 3 réplicas, de los experimentos 2 y 3 y sus desviaciones estándar. Las diferencias de 

las medias no resultaron estadísticamente significativas (valor p = 0,0796). En ambos casos se utilizó la 

cepa PRE como calibrador y el software GraphPad Prism para la realización gráfica. 

 



 

Página | 86  
 

5. DISCUSIÓN 

Como se mencionó en el capítulo 1, existen varios estudios sobre la detección 

individual de genes de resistencia a antibióticos pero son escasos los que informan 

sobre la localización de dichos genes en regiones discretas de RMD y sobre el 

potencial de éstos para co-transferirse a otras bacterias en un único evento de 

transferencia genética independiente de la co-transferencia mediada por la 

conjugación o movilización plasmídica. Con el surgimiento de patógenos cada vez 

más resistentes, se han comenzado a indagar los entornos genéticos de los 

diferentes genes de resistencia en todo el mundo con el fin de identificar y 

caracterizar elementos genéticos y regiones que puedan estar involucradas en la 

amplificación de la multirresistencia a antibióticos. Aún así, el estudio de plataformas 

genéticas discretas que tengan el potencial de movilizar varios genes de resistencia 

conjuntamente entre Enterobacterias, no han sido exhaustivamente estudiadas en 

nuestro país, existiendo unos pocos reportes de aislamientos determinados 

(Marquez et al., 2008; Roy Chowdhury et al., 2011). Por otra parte, los estudios 

epidemiológicos sobre BLEEs y carbapenemasas en Enterobacterias provenientes de 

pacientes hospitalizados en Uruguay se centran en la prevalencia de estas enzimas y 

su asociación con la presencia de otros genes de resistencia, en algunos casos 

enmarcados dentro de los extremos de integrones, pero no indagan sobre la 

asociación física entre éstos por fuera de los entornos del integrón (Bado et al., 

2010; Robino et al., 2013).  

Es importante recalcar que si bien en nuestro país existe un sistema de vigilancia 

global en lo que respecta a la emergencia de patógenos multirresistentes, no 

contempla una caracterización detallada por especie y mecanismos de transferencia 

de la resistencia, como sí cuentan otros países como Argentina, México, Brasil y Chile 

(Gales et al., 2012). Nuestro país se encuentra en una situación de endemia de 

enterobacterias productoras de BLEE y en particular para K. pneumoniae estamos 

también en la etapa de aparición o emergencia de carbapenemasas de la familia KPC. 

Por lo tanto, esta tesis se planteó con el objetivo último de contribuir al 

entendimiento de la epidemiología local en lo que refiere a K. pneumoniae 
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productoras de BLEE y/o KPC haciendo énfasis en un abordaje desde un punto de 

vista molecular integrado que permita aportar conocimientos básicos en lo que 

respecta a diferentes factores que pueden influir en la diseminación de 

determinantes de resistencia a antibióticos en aislamientos locales. 

5.1 Caracterización de genes blaCTX-M y blaKPC 

A pesar de que no existen datos publicados sobre la prevalencia de K. pneumoniae 

productoras de BLEE en Uruguay, se ha reportado que la frecuencia de éstas en 

Latinoamérica varía entre un 33,3% - 60,4% dependiendo del país, siendo Argentina 

aquel con la tasa de detección más alta (Gales et al., 2012). Hasta el momento en 

nuestro país, un único estudio realizado a partir de un total de 14 aislamientos de K. 

pneumoniae ha indicado una frecuencia de producción de BLEE cercana al 57% 

(Robino et al., 2013). Sin embargo este estudio no indaga sobre los contextos 

genéticos en los cuales está embebido el gen, ni si se asocia físicamente a otros 

genes de resistencia. Teniendo este reporte como antecedente, y la información 

regional, se esperaba detectar una frecuencia similar en los aislamientos estudiados. 

De hecho, nuestros resultados sugieren una frecuencia de K. pneumoniae 

productoras de BLEE de un 46% (Fig. 5) a partir de aislamientos seriados en el tiempo 

y provenientes de un único centro hospitalario (Hospital Militar). La diferencia que se 

aprecia con respecto al estudio de Robino et al. (2013) puede deberse a diferentes 

motivos. En primer lugar, al centro hospitalario del cual provinieron los aislamientos 

(Hospital Pereira Rossell) y en segundo lugar, a las características de los pacientes 

enrolados en los estudios. En el estudio mencionado la selección de pacientes se 

restringe únicamente a aquellos pediátricos admitidos o de la unidad de cuidados 

intensivos, mientras que en el presente trabajo se incluyen pacientes de todas las 

edades y admitidos en diferentes unidades hospitalarias. Si bien el período del 

estudio de Robino et al. (2013) abarcó un lapso de un año (desde mayo de 2009 a 

abril de 2010) y uno estaría tentado a pensar que por ello es más representativo, el 

estudio de esta tesis se ciñó únicamente a un período de 2 meses del año 2011 dada 

la cantidad de Klebsiellas aisladas durante ese período (n=26). La poca cantidad de 

aislamientos de K. pneumoniae recuperados del estudio del Hospital Pereira Rossell 

probablemente se deba al sesgo de los pacientes seleccionados para el mismo. Estos 
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factores podrían influenciar la diferencia observada entre las frecuencias. Sin 

embargo, en ambos casos las frecuencias parecen encontrarse dentro del rango 

reportado para otros países latinoamericanos, aunque es claro que se debería de 

contar con un programa de vigilancia adecuado que provea de valores 

representativos de la población general de nuestro país. 

La prevalencia de BLEEs pertenecientes a la familia CTX-M parece mantenerse en 

valores muy altos en comparación con las BLEEs de otras familias tal y como fuera 

reportado anteriormente para América Latina (Gales et al., 2012). 

Es de destacar que, en lo que refiere a las bacterias productoras de carbapenemasas, 

la selección de aislamientos fue sesgada a aquellos que provenían de los centros 

hospitalarios con la sospecha de ser productores de las mismas, por lo cual no se 

puede inferir ningún tipo de prevalencia. Sin embargo, y como fue mencionado en el 

capítulo 1 de esta tesis, los aislamientos de K. pneumoniae y E. coli productores de 

KPC estudiados correspondieron a las primeras detecciones en nuestro país, y de ahí 

la importancia de su estudio, a modo de poder generar conocimientos sobre sus 

modos de transmisión y poder contener los brotes evitando la diseminación de la 

resistencia. 

En lo que respecta al primer objetivo de esta tesis, la caracterización molecular de 

los genes codificantes para las enzimas CTX-M y KPC reveló la presencia de las 

variantes CTX-M-15 y KPC-2 respectivamente. La variante CTX-M-15, ampliamente 

distribuida en Europa, se ha venido reportando en América del Sur cada vez más 

frecuentemente. En Uruguay fue identificada por primera vez en un aislamiento de 

E. coli del año 2006 (Bado et al., 2010; Cordeiro et al., 2008), mientras que en K. 

pneumoniae fue reportada en aislamientos correspondientes a los años 2008 (Roy 

Chowdhury et al., 2011) y  2009/2010 (Robino et al., 2013). Hasta el 2008 la variante 

alélica que pareció predominar en los aislamientos de Enterobacterias en Uruguay 

fue la CTX-M-2, encontrándose tanto en E.coli como en K. pneumoniae, y en esta 

última se detectó el gen embebido en un integrón inusual en 3 aislamientos 

(Marquez et al., 2008; Vignoli et al., 2006). Otras variantes alélicas tales como CTX-
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M-8 y CTX-M-9 también fueron encontradas, aunque en menor proporción, en 

aislamientos de K. pneumoniae (Garcia-Fulgueiras et al., 2011; Robino et al., 2013).  

En este contexto, el hallazgo de que todos los aislamientos productores de CTX-M 

analizados evidenciaran la presencia de la variante CTX-M-15 es sorprendente ya que 

parece estar sugiriendo una dispersión de dicha variante en nuestro medio. Incluso 

las 3 cepas productoras de KPC, co-productoras de CTX-M portaron el gen blaCTX-M-15. 

La importancia de este hecho radica en que, tal y como fue estudiado por el grupo 

de investigación, el mismo gen parece estar circulando en tres clonas diferentes 

(pulsotipos A, B y D) lo cual descarta un posible sesgo de detección introducido por 

el análisis de genes preferencialmente diseminados gracias a la circulación de una 

única clona exitosa. Asimismo, si tenemos en cuenta el dato de los secuencio-tipos 

obtenidos por MLST, se aprecia que para los aislamientos productores de CTX-M-15, 

no productores de KPC, la cefotaximasa estaría circulando en los secuencio-tipos 

ST258 y ST48 (Tabla 1), mientras que en los co-productores estaría circulando en el 

secuencio-tipo ST437 (Tabla 2). Lo interesante de este hallazgo es el hecho de que el 

ST258 ha sido asociado comúnmente con aislamientos productores de KPC 

(Woodford, Turton, y Livermore, 2011) y no con aislamientos productores de CTX-M. 

Sin embargo, en relación a productores de CTX-M, hasta el momento ha sido 

descripto en tan solo unos pocos aislamientos productores de CTX-M-2 y CTX-M-25 

de los años 2008-2010 en Israel (Adler et al., 2012) y en un productor de CTX-M-15 

del año 2012 en Estados Unidos (G. Wang et al., 2013). Asimismo, recientemente 

fueron reportados varios aislamientos uruguayos de K. pneumoniae productores de 

CTX-M-15 y otras variantes alélicas provenientes del Hospital Pereira Rossell 

correspondientes al año 2011, como pertenecientes al secuencio-tipo ST258 y otros 

al ST48 (Bado et al., 2014) (Congreso IAAC 2014). Estos antecedentes estarían 

indicando que la clona perteneciente al ST258 no solamente podría ser exitosa en la 

diseminación del gen blaKPC sino que también estaría contribuyendo, a nivel local y 

en conjunto con la clona perteneciente al ST48, a la dispersión de la variante blaCTX-M-

15, como apoyan asimismo los resultados de esta tesis y de nuestro grupo de 

investigación. 
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En cuanto a la variante de la carbapenemasa, como se mencionó anteriormente, 

tanto en lo que refiere al primer brote como al segundo brote de KPC, resultó ser el 

mismo alelo codificante para KPC-2. Sin embargo, teniendo en cuenta los datos 

aportados por el MLST, se puede concluir que circularon dos clonas diferentes 

(pulsotipos C y D) correspondientes a dos secuencio-tipos distintos: ST258 

ampliamente distribuido a nivel global, y el ST437 (variante en un solo locus respecto 

al ST258), diseminado ampliamente en Brasil (Seki et al., 2011). En lo que refiere al 

primer brote (ST258), los aislamientos resultaron ser resistentes a colistin además de 

productores de KPC-2 (Apéndice IV). Otros casos de aislamientos productores de 

KPC, colistin resistentes pertenecientes al ST258 se han reportado en los últimos 

años en otros países (Bogdanovich et al., 2011; Kontopoulou et al., 2010; Toth et al., 

2010). Aunque poco se conoce sobre las bases genéticas de la resistencia a colistin, 

al menos en Salmonella (un género perteneciente a la familia Enterobacteriaceae) 

parece involucrar mutaciones en un sistema de dos componentes que regula 

modificaciones de los lipopolisacáridos (Gunn, 2008), por lo cual estaría codificado a 

nivel cromosomal. Se podría hipotetizar que la clona ST258 estaría dispersa en 

Uruguay y tendría el potencial de adquirir o perder plásmidos con diferentes genes 

de resistencia a β-lactámicos y carbapenemes, y ante la presión selectiva del uso de 

colistin y otras polimixinas podríamos estar favoreciendo la emergencia de 

aislamientos resistentes a colistin por mutaciones a nivel cromosómico. Sin embargo, 

aunque esta posibilidad es atractiva, no correspondería a lo ocurrido con los 

aislamientos del primer brote de KPC, los cuales eran resistentes aún sin haber 

sometido a los pacientes a un tratamiento con dicha droga. Considerando que el 

paciente cero o index había tenido contacto con el sistema de salud de Estados 

Unidos, se estima probable una importación de la cepa desde dicho país, donde ya se 

han reportado casos de K. pneumoniae productora de KPC resistente a colistin 

(Bogdanovich et al., 2011). Sin embargo, no puede descartarse la presencia de 

aislamientos resistentes en nuestro medio, y que hayan adquirido el gen blaKPC de 

novo. 
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5.2 Caracterización de otros genes de resistencia 

Los 12 aislamientos productores de BLEE fueron además evaluados respecto de la 

presencia de otros genes de resistencia tales como blaTEM y aac6’-Ib (Tabla 10). De 

este modo se obtuvo que 5 de ellos codificaban además para blaTEM-1 (4 de las 

variantes verificadas por secuenciación y la otra inferida por la plataforma genética 

detectada de similares características a la cepa U20) y 4 para aac6’-Ib (1101, 1120 y 

1125 para el alelo salvaje mientras que la 1126 codifica para la variante alélica aac6’-

Ib-cr). Curiosamente, solamente los tres que portaban el alelo salvaje exhibieron un 

fenotipo resistente a amicacina (1101, 1120 y 1125) (Tabla 1), sugiriendo que la 

actividad como enzima modificadora de aminoglucósidos estaría reducida en el 

aislamiento 1126 que resultó ser sensible o bien que la producción de la enzima no 

sería suficiente para clasificar al aislamiento como resistente según los criterios 

clínicos. Esto es consistente con lo ya descripto para este gen, el cual al adquirir la 

capacidad de acetilar quinolonas como la ciprofloxacina, reduce levemente su 

actividad frente a los aminoglucósidos (Robicsek et al., 2006). Sin embargo, no puede 

excluirse la posibilidad de una regulación negativa de la expresión de esta proteína, 

ya sea por inserciones/deleciones en la región codificante no abarcada con los 

cebadores utilizados, o bien por modificaciones en la secuencia promotora, entre 

otros motivos.  

Cabe mencionar que el aislamiento 1101 exhibió un patrón de bandas por RFLP (Fig. 

6) del gen aac6’-Ib consistente con la presencia de ambos alelos (tres bandas: la de 

mayor peso molecular correspondiente al producto sin digerir, es decir, el alelo 

aac6’-Ib-cr; y dos bandas de menor peso correspondientes al alelo aac6’-Ib digerido). 

Sin embargo, la secuenciación reveló una T en la posición 304, y no un doble pico en 

el cromatograma (lo cual indicaría la presencia de ambos alelos). Ante la duda, se 

amplificó el gen nuevamente y se lo envió a secuenciar una segunda vez, 

obteniéndose nuevamente los mismos resultados (Fig. Apéndice I.1). Por lo tanto, 

considerando que el protocolo de restricción ya fue utilizado por otros 

anteriormente (Hee Young Kang, Tamang, Seol, y Kim, 2009) y que estaba puesto a 

punto en el Servicio de Microbiología del HUMV, es probable que la concentración 
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del producto de PCR fuera muy alta y por lo tanto la cantidad de enzima utilizada no 

fuera suficiente para digerirlo completamente, provocando una digestión parcial con 

un remanente del alelo aac6’-Ib quedando sin digerir (confundiéndose así con la otra 

variante alélica). 

La presencia simultánea de CTX-M-15 y las variantes alélicas de aac6’-Ib han sido 

ampliamente documentadas alrededor del mundo (incluido nuestro país), 

principalmente en aislamientos de E.coli  (Coque et al., 2008; Cordeiro et al., 2008; 

Smet et al., 2010); sin embargo no existen hasta el momento reportes de K. 

pneumoniae portadores de ambos genes en Uruguay, a excepción del estudio 

comparativo realizado por Roy Chowdhury et al. (2011). Por lo tanto, los resultados 

de esta tesis dan a conocer que la asociación de estos genes parece ser más 

frecuente de lo previamente encontrado, y consecuentemente pareciera constituir 

una asociación exitosa en diferentes especies de Enterobacterias. 

En cuanto a los aislamientos de K. pneumoniae productores de KPC, la mayoría 

resultaron co-productores de blaTEM-1 y blaSHV-11/155 (Tabla 11), ambos genes 

codificantes para β-lactamasas de espectro ampliado (no BLEE). Para las secuencias 

codificantes de la enzima SHV, se obtuvo la región que comprende hasta el 

nucleótido 836 (AA 279) de los 858 que abarca el gen (excluyendo el codón STOP).  A 

nivel nucleotídico, la posición 324 de los aislamientos estudiados presentaba una T, 

consistente con la variante SHV-11; mientras que la posición 705 presentaba una A y 

la 795 una T, ambas posiciones consistentes con la variante SHV-155 (datos no 

mostrados). Sin embargo, esas posiciones no generan cambios aminoacídicos, por lo 

cual hasta el último nucleótido secuenciado, la secuencia primaria de la enzima es 

igual tanto para la variante SHV-11 como para la variante SHV-155. El único cambio 

entre ellas corresponde al último aminoácido de la proteína el cual no fue abarcado 

en la región analizada. A pesar de ello, ya es sabido que SHV-11 no posee actividad 

BLEE  (Nuesch-Inderbinen et al., 1997) y se predice que SHV-155 tampoco la posea 

ya que el cambio en el último aminoácido no estaría ampliando el espectro de acción 

de la enzima pues no se localiza cercano al sitio activo (Castanheira et al., 2013). Esto 

es concordante con los resultados obtenidos ya que al menos los aislamientos del 
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primer brote de KPC no exhibían fenotipo consistente con la producción de una 

BLEE. 

A pesar de la poca variabilidad en cuanto a las variantes de β-lactamasa halladas 

entre los dos brotes de KPC, se observó un patrón diferente en lo que refiere a genes 

plasmídicos de resistencia a quinolonas y aminoglucósidos (Tabla 11). En primer 

lugar, los aislamientos del primer brote evidenciaron la presencia del alelo salvaje del 

gen aac6’-Ib, mientras que las Klebsiellas del segundo presentaron todas la variante 

aac6’-Ib-cr (en la E. coli 20/2 no se encontró el gen).  En segundo lugar, los genes 

qnrA y qnrB no se hallaron en los aislados del primer brote, mientras que las 

Klebsiellas del segundo brote fueron portadoras de qnrB solamente, mientras que la 

E. coli presentó el gen qnrA1. Asimismo, es importante destacar la heterogeneidad 

genética que presentaron los aislamientos KPC (+) del segundo brote, existiendo co-

producción de KPC y CTX-M en la mitad de ellos.  

Por otra parte, de acuerdo a la bibliografía disponible esta tesis constituiría el primer 

reporte de aislamientos multirresistentes productores de KPC de Uruguay co-

productores de al menos tres enzimas modificadoras de aminoglucósidos. También 

en este aspecto, parecen diferenciarse los brotes de KPC, donde los aislamientos del 

primero portarían los genes aph3’-Ia, aac6’-Ib y aac3’-IVa; mientras que los del 

segundo compartirían solamente el aph3’-Ia, y portarían el alelo aac6’-Ib-cr y el gen 

aac3’-IIa (Tabla 16).  

5.3 Análisis de integrones atípicos 

El análisis de los integrones correspondientes a las cepas productoras de CTX-M-15 

(no productoras de KPC) reveló una gran variabilidad en lo que refiere a sus regiones 

variables y los extremos IR del integrón (Tabla 12 y Fig. 7). Sin embargo, todos los 

cassettes génicos encontrados dentro de sus regiones variables generan resistencia 

para trimetoprim y aminoglucósidos principalmente. En tres aislamientos (1124, 

1125 y 1126) se encontró la combinación dfrA12-orfF-aadA2, la cual ya había sido 

encontrada en la especie K. pneumoniae en otros aislados de Uruguay, pero en 

diferentes contextos genéticos. En uno de los casos se trataba de un integrón inusual 
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portador del gen blaCTX-M-2 en la segunda región variable (Marquez et al., 2008), 

mientras que en el otro, el integrón resultó categorizarse como perteneciente a un 

integrón atípico del grupo II, en el cual la región variable comprendía la combinación 

de cassettes descripta; este último aislamiento (U20) era portador de la recombinasa 

ISCR1 aunque no se le pudo detectar segunda región variable, y en este caso portaba 

también el gen blaCTX-M-15. Éste se mapeó por fuera de los extremos del integrón, 

embebido en una plataforma RMD compuesta por diferentes genes de resistencia y 

elementos genéticos móviles (Roy Chowdhury et al., 2011). En cuanto a la 

distribución de esta combinación de cassettes hasta el momento ha sido descripta en 

variadas especies de enterobacterias (Shigella sonnei, E. coli, Serratia marcescens, 

Enterobacter cloacae, K. pneumoniae), tanto de origen animal como de origen 

humano en diferentes países de Europa y Asia (Kadlec y Schwarz, 2008; H. Y. Kang et 

al., 2005; Li et al., 2013; Mokracka, Koczura, Pawlowski, y Kaznowski, 2011; Peng, 

Lee, Fu, Chen, y Hsu, 2007; Seol et al., 2006; Yao, Qian, Chen, Wang, y Huang, 2007). 

Por otra parte, en los aislamientos 1101 y 1120 se encontró el mismo arreglo de 

cassettes, pero sin incluir el orfF (dfrA12-aadA2). Este arreglo no se había descrito en 

Uruguay hasta el momento, pero sí en otros países, mayoritariamente en 

aislamientos de Salmonella enterica  proveniente de suinos de Tailandia y Kenia  

(Onyango, Ndeda, Wandili, Wawire, y Ochieng, 2014; Padungtod, Tribuddharat, y 

Chuanchuen, 2011), aunque también fue descripto en unos pocos aislamientos de K. 

pneumoniae co-productores de varias β-lactamasas  en China (Yao et al., 2007) y en 

cepas de E. coli aisladas de peces y mariscos en Corea (Ryu et al., 2012). 

En cuanto al arreglo aadB-aadA2 (genes de resistencia a gentamicina y kanamicina, y 

estreptomicina y espectinomicina, respectivamente) presente únicamente en el 

aislamiento 1113, ya había sido descripto para enterobacterias de origen humano en 

Uruguay. En uno de los casos, en un integrón inusual portador del gen qnrA en la 

segunda región variable, en una cepa de E. cloacae productora de CTX-M-9 (Bado et 

al., 2010); en el otro caso en un aislamiento de K. pneumoniae también productor de 

CTX-M-9 (Robino et al., 2013). Esta tesis constituiría el primer reporte de esta 

combinación de cassettes génicos en K. pneumoniae productora de CTX-M-15. Con 

respecto a este arreglo, cabe destacar que a excepción de aislamientos bacterianos 
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de origen humano provenientes de nuestro país y de Polonia (Mokracka et al., 2011), 

solamente ha sido encontrado en otros tres países en bacterias de origen animal: S. 

enterica en pavos de Alemania (Beutlich et al., 2010), E. coli en peces de Corea (Ryu 

et al., 2012) y Proteus mirabilis en gaviotas de Italia (Gionechetti et al., 2008). 

El cassette aadA1, que confiere resistencia a espectinomicina y estreptomicina, fue 

el único cassette hallado en el aislamiento 1121. Hasta el año 2008 había sido 

descripto únicamente en enterobacterias (E. coli, Salmonella spp) provenientes de 

animales de granja y domésticos de Alemania, Corea y Chile (Kadlec y Schwarz, 2008; 

H. Y. Kang et al., 2005; Lapierre, Cornejo, Borie, Toro, y San Martin, 2008; San 

Martin, Lapierre, Cornejo, y Bucarey, 2008). A partir de ese año comenzó a 

reportarse en Uruguay en aislamientos de E. coli, E. cloacae y Enterobacter 

intermedium de origen humano (Bado et al., 2010; Marquez et al., 2008), mientras 

que recién en el año 2013 se reportó en un aislamiento de K. pneumoniae de origen 

humano (Li et al., 2013).  

Globalmente pareciera que la mayoría de los arreglos encontrados en las regiones 

variables de los integrones estudiados, se han hallado previamente en aislamientos 

provenientes de diferentes animales, ya sean domésticos, de granja o de consumo. 

Asimismo estarían presentando en su mayoría resistencia a diferentes drogas 

clasificadas dentro de la clase de los aminoglucósidos. En cuanto a la primera 

observación, en la literatura se ha sugerido que los animales serían reservorios para 

estos cassettes de genes, sin embargo, eso implica en sí mismo un orden de flujo de 

genes desde los animales a los humanos, cuando en realidad no puede excluirse el 

flujo en el sentido contrario. Por tal motivo, Stokes y Gillings (2011) han sugerido que 

un término más apropiado sería el de “conduits” (conductores o canales) de flujo 

génico, lo cual a priori no establece un sentido de dispersión. En cuanto a la segunda 

observación referida a la resistencia a aminoglucósidos, es de destacar que algunas 

de las drogas de esta clase, como son la espectinomicina y la 

estreptomicina/kanamicina, se utilizan casi exclusivamente para el tratamiento de 

patógenos específicos como Neisseria gonorrhoeae o Mycobacterium tuberculosis, 

respectivamente. Por el contrario, la gentamicina sí se utiliza para combatir variados 

tipos de infecciones, principalmente ocasionadas por bacterias gram negativas, como 
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lo son las enterobacterias ("P. R. Vademécum,")(http://uy.prvademecum.com). El 

uso de estos antibióticos podría haber llevado a la dispersión de estos cassettes 

génicos, los cuales podrían mantenerse en una población dada aún en ausencia de la 

presión selectiva ejercida por los antibióticos. Si originalmente conformaron la 

estructura básica de los integrones hallados en los huéspedes humanos o en 

huéspedes animales, no se puede predeterminar con la información obtenida. 

En lo que respecta a la variabilidad de los esqueletos de transposón en los cuales 

parecen estar embebidos estos integrones, se describen en este trabajo, por primera 

vez en Uruguay, aislamientos de K. pneumoniae cuyos integrones parecen localizarse 

dentro de transposones Tn21-like (Tabla 12), tanto para aquellos casos donde rindió 

producto específico como para el putativo caso de IRi-IS26, que de ser como el 

aislamiento de Sydney (Roy Chowdhury et al., 2011), la secuencia de inserción se 

habría fijado en el esqueleto de un Tn21-like. Previamente se habían descripto en 

aislamientos de E. coli como el esqueleto predominante, mientras que el Tn5036-like 

parecía ser el más distribuido dentro de la especie Klebsiella en los aislamientos de 

nuestro país (Marquez et al., 2008; Roy Chowdhury et al., 2011). Por lo tanto sugiere 

un cambio a lo largo de los años y los aislamientos locales parecen asemejarse en 

estructura a lo reportado previamente para otros países de la región, donde el Tn21 

y el Tn1696 son los más frecuentemente descriptos (Roy Chowdhury et al., 2011). 

Por consiguiente, pueden suponerse varias vías por las cuales comienzan a 

detectarse estas plataformas en aislamientos de K. pneumoniae en Uruguay: en 

primer lugar puede inferirse una diseminación de alguna clona desde países vecinos; 

en segundo lugar podría haber ocurrido una transferencia desde otras 

enterobacterias (en este caso específicamente desde E. coli); y en tercer lugar 

pueden hipotetizarse rearreglos nuevos que hayan llevado a la evolución hacia estos 

esqueletos, así como otros no tipables (tal como fue el caso para los aislamientos 

1102, 1103 y 1121). 

Un hecho sorprendente que se desprende del presente estudio es la aparente alta 

prevalencia de integrones “atípicos” dentro de los aislados estudiados. Los diez 

productores de CTX-M-15 y portadores de integrones exhibieron alguna clase de 

http://uy.prvademecum.com/
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integrón atípico, según la clasificación sugerida por Roy Chowdhury et al. (2011), y 

ningún integrón clásico (Tabla 12 y Fig. 3, 4 y 7). 

Específicamente, ocho evidenciaron la ausencia de los módulos tni y del extremo IRt 

del integrón. Claramente no podemos olvidar que el IRt seguramente se encuentre 

presente, pero modificado y no pueda detectarse con los cebadores utilizados los 

cuales tienen como regiones blanco el gen merE del Tn21 y el gen tniA del Tn402-like 

(Marquez et al., 2008) (ver Fig. 4). Esta estrategia sesga la detección de los módulos 

del integrón a los cebadores ya descriptos, teniendo presente que hasta la fecha el 

IRt parecía detectarse en la mayoría de los aislamientos. Sin embargo, en los 

estudiados no amplificó en ninguno de ellos. 

Por otra parte, también se describen dos aislamientos que no parecen poseer la 

región 3’CS clásica (qacEΔ1/sul1) ya que con cebadores específicos no rindieron 

producto de amplificación. A uno de ellos, además, fue imposible amplificarle alguna 

banda correspondiente a la región variable. Y en este punto hay que ser cuidadosos, 

debido a que esto no significa que no posea ningún cassette génico, ya que de ser así 

el integrón sería un In0, y de todas formas, dado los sitios de hibridación de los 

cebadores, obtendríamos un amplicón de 465pb (Fig. 4).  Dadas las características de 

este aislamiento (1102), fue entonces clasificado como perteneciente al grupo V de 

los integrones atípicos. Este grupo podría representar uno de los dos tipos de 

regiones 3’CS modificadas atípicas que ya se han reportado en la literatura: 

qacH/sul3 (Antunes, Machado, y Peixe, 2007; Moura et al., 2014; Saenz et al., 2010; 

Soufi et al., 2009; Wannaprasat, Padungtod, y Chuanchuen, 2011) o bien tniC 

(Moura, Pereira, Henriques, y Correia, 2012; Santos, Caetano, Ferreira, y Mendo, 

2010). De ser así, tendría sentido el no haber podido recuperar ningún amplicón con 

el par de cebadores HS458 y HS459 ya que este último hibrida con una región del 

qacEΔ1. No obstante, se debería de verificar con cebadores alternativos. El 

aislamiento 1103 constituiría un caso diferente ya que en esta cepa se detectaron 

tres regiones variables (la identidad de sus cassettes no fue verificada), y sin 

embargo ningún amplicón para el módulo 3’CS clásico (qacEΔ1/sul1), lo cual 

parecería indicar que ninguno de los integrones posee este tipo de región. Sin 

embargo, y como se mencionó anteriormente, el cebador HS459 que permite 
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detectar la RV, hibrida en qacEΔ1. Esto me lleva a pensar que en estos integrones 

ocurrieron rearreglos adicionales a nivel del sul1, los cuales puedan haber impedido 

una correcta hibridación del cebador que detecta esta región (HS550). 

En suma, el abordaje realizado para detectar integrones atípicos fue satisfactorio en 

tanto se pudo evidenciar la presencia de diferentes ejemplares. Sin embargo, estos 

estudios deberían de profundizarse con estrategias alternativas que permitan seguir 

discriminando las estructuras no clásicas al punto de poder identificarlas. De todos 

modos, no caben dudas de que las técnicas moleculares clásicas de detección de 

integrones mediante la identificación de genes de integrasa o cassettes génicos 

subestima enormemente la diversidad existente actualmente. 

5.4 Detección de otros EGM y plataformas que los contienen 

Otro aspecto a destacar respecto a los resultados obtenidos, es que nueve 

aislamientos evidenciaron ser portadores de ISCR1 (Tabla 12) lo cual podría sugerir 

que los integrones hallados corresponderían a ejemplares de integrones inusuales, 

además de ser clasificados como atípicos. No obstante, se debería de haber 

continuado con la caracterización de la segunda región variable, lo cual no fue 

abordado en esta tesis. De hallarse efectivamente estas regiones, entonces podría 

confirmarse la afirmación de que estaríamos tratando con integrones inusuales; en 

caso contrario, dos opciones serían válidas: en primer lugar que la ISCR1 se 

encuentre inserta en otra región del genoma bacteriano, no asociada con el 

integrón, o bien que rearreglos ocurridos en la segunda región 3’CS prevengan la 

hibridación de los cebadores que detectan la RV2. Cabe destacar que el aislamiento 

U20, del cual se conoce toda la plataforma donde se encuentra embebido el 

integrón, es portador de dicha secuencia de inserción, y sin embargo la PCR para la 

RV2 dio resultados negativos. Considerando esta información en conjunto con la 

plataforma conocida (donde no se halló la ISCR1) (ver Fig. 8) esta cepa (U20) 

constituiría probablemente un ejemplo de la primera opción (ISCR1 no asociada al 

integrón). 
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Al analizar otros elementos genéticos móviles así como diferentes plataformas que 

los contengan, se evidenció una amplia dispersión de las secuencias de inserción IS26 

e ISEcp1 las que se encontraron en todos los aislamientos, tanto en los productores 

de CTX-M-15 (Tabla 13) como en los productores de KPC-2 (datos no mostrados). 

Dos resultados fueron los más interesantes al respecto. En primer lugar el hecho de 

que la asociación ISEcp1:blaCTX-M-15 no fue constatada para todos los aislamientos, y 

en segundo lugar la variabilidad de productos de amplificación de la plataforma 

IS26:blaCTX-M-15 (Tabla 13). En referencia al primer hecho, solamente cinco de los diez 

aislamientos amplificaron producto específico, no obteniéndose ningún producto 

para los restantes. Considerando los frecuentes reportes de esta asociación (Coelho 

et al., 2010; Karim, Poirel, Nagarajan, y Nordmann, 2001; Poirel et al., 2003; Smet et 

al., 2010; Zong, Partridge, y Iredell, 2010), esto podría significar que en esos cinco 

aislamientos restantes ISEcp1 y blaCTX-M-15 no se encuentran físicamente asociados en 

una región discreta, y por lo tanto que el gen codificante de la BLEE esté siendo 

dispersado y expresado gracias a otros elementos móviles presentes río arriba del 

gen, como ISCR1 o IS26 (Canton et al., 2012). Otra explicación sería que se haya 

insertado alguna otra secuencia de inserción dentro de ISEcp1 haciendo que el 

producto de amplificación no fuera detectado con la extensión dada en el ciclo de 

PCR. Casos de inserción de IS1, IS10, ISCR1 e IS26 dentro de ISEcp1 ya han sido 

reportados (Bae et al., 2008; Eckert et al., 2006). En cuanto a la variabilidad de 

productos obtenidos para la plataforma IS26:blaCTX-M-15, esto refleja, claramente, la 

multiplicidad de veces que se encuentra IS26 en los genomas de dichos aislamientos 

(todos a excepción del 1101 y 1125, los cuales amplificaron banda única con los 

cebadores IS26_rv y CTX-M_New_fw). IS26 tendría, entonces, el potencial de 

provocar rearreglos genéticos varios, ya sea conformando transposones compuestos 

por una IS26 en cada extremo y mediando los rearreglos por transposición, o bien 

dada la homología de secuencias con otras IS26 presentes en otras regiones, siendo 

blancos para la recombinación homóloga (Smet et al., 2010). Asimismo, podría estar 

implicado en la conformación de regiones RMD más extensas de lo estudiado en la 

presente tesis. Ya existen antecedentes en otras enterobacterias, de regiones RMD 
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flaqueadas por secuencias de inserción tales como IS26 (Doublet, Praud, Weill, y 

Cloeckaert, 2009; Miriagou, Carattoli, Tzelepi, Villa, y Tzouvelekis, 2005). 

También se analizaron otras plataformas río arriba del integrón, a modo de 

cartografiar la mayor extensión posible, verificando si se encontraban los 

componentes hallados en la cepa U20 (Fig. 8). Así es que se verificó que en todos los 

aislamientos portadores de alguna de las variantes alélicas del gen aac6’-Ib, éste se 

encontraba asociado a una copia de IS26; similarmente, en todos los aislamientos 

productores de TEM, se encontró la plataforma que abarcaba desde blaCTX-M-15 a 

blaTEM, y por el tamaño de la misma (y por secuenciación) se verificó la presencia de 

los siguientes elementos genéticos: blaCTX-M-15 – ISEcp1 – ΔtnpA – tnpR - blaTEM. Por 

análisis bioinformático utilizando la herramienta BLAST, esta última plataforma 

(aproximadamente 4500pb), también se encontró en al menos un aislamiento de E. 

coli perteneciente al ST131 (99% de similaridad nucleotídica con N° de acceso al 

NCBI: EU935738), la clona internacional más ampliamente distribuida globalmente, 

así como también en un aislamiento de S. enterica  (99% de similaridad nucleotídica 

con N° de acceso al NCBI: LK056646). Si bien en ambos casos se encontró que la IS26 

río arriba de la plataforma también compartía homología entre estas secuencias, la 

IS26 río abajo no se encontraba en la plataforma en igual posición que en la cepa 

U20. Esto sugeriría una vez más un rol muy importante de IS26 como elemento 

evolutivo que media rearreglos genéticos llevando a la variabilidad de estas 

plataformas. Diferentes mecanismos podrían estar contribuyendo a estas 

combinaciones, ya sea la transferencia de una plataforma mayor (otro transposón 

compuesto o bien un plásmido determinado) desde otras especies de 

enterobacterias a Klebsiella, la cual sufriría posteriormente rearreglos por la 

inserción de IS26 o incluso una transposición del tipo one-ended dirigida por una 

única secuencia de IS26. 

La presencia de la asociación aac6’-Ib:IS26 no aseguraba que ésta se encontrara 

físicamente asociada con blaCTX-M-15, por lo cual se decidió amplificar la plataforma 

que abarcaba desde aac6’-Ib a blaCTX-M-15. El producto específico, de muy alto peso 

molecular (aproximadamente 4800pb) se evidenció en tres de los cuatro 

aislamientos portadores del gen de resistencia a aminoglucósidos. Dado que la 
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intensidad del producto era muy baja, no puede descartarse su presencia en el caso 

del aislamiento 1126, para el cual no se observó tal banda en el gel de agarosa. A 

pesar de ello, la posibilidad de que exista una inserción en alguno de los genes que 

componen esta región no puede descartarse. 

La región río abajo del integrón se estudió en la búsqueda del locus mph y la IS26 

presentes en el aislamiento U20. Sin embargo, tal y como ocurrió para el gen blaTEM, 

el gen mphA sólo fue detectado en la mitad de los aislamientos. En todos ellos se 

verificó la asociación de este locus con la secuencia de inserción mencionada. La idea 

de que los integrones atípicos pudieran comportarse como marcadores de regiones 

RMD en sus entornos, es en sí misma atractiva, ya que metodológicamente 

implicaría detectar regiones clásicas, y ante su ausencia, se podría inferir que el 

integrón se encuentra embebido en plataformas más complejas donde predominan 

genes de resistencia a diferentes clases de antibióticos, así como diferentes 

elementos genéticos móviles. Sin embargo, la variabilidad evidenciada en los diez 

aislamientos estudiados en el marco de esta tesis permite inferir que el mapeo de 

regiones que componen el integrón (más allá de la RV) no sería el abordaje más 

completo y correcto para detectar regiones RMD. Posiblemente las nuevas 

tecnologías de secuenciación masiva sean la metodología con mayor capacidad 

descriptora hasta la fecha. No obstante, no podemos olvidar que sus costos aún son 

muy elevados para su empleo rutinario en nuestro país, y por lo tanto estrategias 

alternativas, si bien no cien por ciento efectivas, podrían resultar de utilidad si existe 

una buena comunicación entre el sector básico y el sector clínico. 

5.5 Estudio de los entornos del gen blaKPC-2 

Como se mencionó anteriormente, la variante blaKPC-2 se ha encontrado 

mayoritariamente dentro del transposón Tn4401 (Naas et al., 2008), aunque un 

híbrido de este transposón con un Tn801-like también ha sido descripto como 

esqueleto para este gen en aislamientos de K. pneumoniae de China (Shen et al., 

2009). Con el objetivo de verificar el contexto genético en el cual se encontraban 

embebidos los genes blaKPC-2 de las cepas en estudio, se decidió en primera instancia 

la búsqueda por PCR de las ISKpn6 e ISKpn7 que conforman parte del Tn4401, ya que 
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se esperaba encontrarlos en este transposón por ser el más frecuentemente descrito 

en la región (Gomez et al., 2011; Pereira et al., 2013). Los resultados confirmaron, en 

todos los casos, la presencia del gen para la carbapenemasa en el transposón 

buscado. Sin embargo, una clara diferencia se observó en lo que respecta a la 

isoforma de dicho transposón y el brote de KPC analizado. Así es que, los 

aislamientos del primer brote indicaron que el gen se encontraba embebido en la 

isoforma a (que presenta una deleción de 100pb en la región intergénica entre 

ISKpn7 y blaKPC) mientras que el segundo se encontraba en la isoforma b (sin 

deleción) (Fig. 9). Los brotes no solamente se diferenciaron a nivel de la estructura 

genética que rodea al gen para la carbapenemasa, sino que también presentaron 

claras diferencias a nivel de la sensibilidad a carbapenemes (ver Tabla 2); en tanto los 

del primer brote son todos resistentes, los del segundo brote exhiben incluso 

fenotipos sensibles e intermedios a meropenem e imipenem, respectivamente. Esta 

diferencia podría explicarse por un distinto número de copias del gen (lo cual no fue 

analizado en el marco de esta tesis, si bien más adelante discutiré respecto del 

análisis de expresión del gen)  o bien por la deleción en la región intergénica 

mencionada (Kitchel et al., 2010). Se ha descripto que la secuencia promotora -35 

para blaKPC difiere en las isoformas a y b del Tn4401 (Gootz et al., 2009), y más 

recientemente diferentes autores han comprobado que en aquellos casos donde 

existe una deleción de 100pb, la expresión de KPC es más fuerte y 

concomitantemente los valores de CIMs son mayores (Kitchel et al., 2010; Naas, 

Cuzon, Truong, y Nordmann, 2012). Los resultados moleculares de esta tesis, en 

conjunto con los datos de sensibilidad de los aislamientos estudiados, concuerdan 

con lo observado por los mencionados autores ya que las cepas del primer brote en 

las cuales el gen blaKPC-2 se encontró en la isoforma a del Tn4401 exhibieron un 

fenotipo más resistente a carbapenemes que las correspondientes al segundo brote. 

5.6 Capacidad de transferencia del gen blaKPC-2 y análisis plasmídico 

La capacidad de transferencia por conjugación también fue evaluada para un 

representante de cada brote KPC. A pesar de repetidos intentos, la conjugación no 

tuvo éxito cuando la cepa dadora fue la 666 (primer brote – Hospital Mautone). 

Analizando el perfil de plásmidos pesados, se observó una única banda ligeramente 
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mayor a 152Kb para los cuatro aislamientos del brote del Hospital Mautone (Fig. 10). 

Sin embargo, si tenemos en cuenta la tipificación de grupos de incompatibilidad 

plasmídica (Tabla 14) que indicó la presencia de IncFII e IncR, es claro que hay algún 

otro plásmido que no se detecta en la corrida electroforética, ya sea porque se 

degradó mecánicamente por el tratamiento de la muestra durante la extracción, o 

bien porque su tamaño es muy grande y el tiempo de corrida no fue suficiente para 

que el plásmido migrara por el carril, quedando sin salir del pocillo del gel. En apoyo 

a esta última posibilidad, en el Laboratorio de Investigación en Infecciones 

Hospitalarias del Instituto Osvaldo Cruz, mi orientadora realizó la misma extracción 

plasmídica y posteriormente un Southern Blot con sonda para el gen blaKPC  (datos no 

mostrados), experimento que mostró señal de hibridación muy cercana al pocillo. 

Esto estaría indicando que el gen blaKPC-2 del aislamiento 666 estaría localizado en un 

Tn4401 isoforma a inserto en un plásmido de muy alto peso molecular. 

Efectivamente se han descripto genes codificantes para KPC en plásmidos no 

transferibles, que bien han resultado rondar en los 50Kb (Yigit et al., 2001), o no se 

ha analizado su tamaño (Gomez et al., 2011). Es importante destacar que plásmidos 

no movilizables pueden llegar a tener tamaños mayores a 300Kb (Smillie, Garcillan-

Barcia, Francia, Rocha, y de la Cruz, 2010), lo cual concuerda con el hecho de no 

haber visualizado ninguna otra banda plasmídica aparte de la ligeramente mayor a 

152Kb, y que por lo tanto dicho plásmido pueda haber quedado retenido en el 

pocillo. Interesantemente, se ha reportado que plásmidos conjugativos, 

normalmente expresan factores que inducen a bacterias planctónicas a formar 

biofilms, lo cual favorece la transferencia de estos plásmidos (Ghigo, 2001). En lo que 

respecta a los aislamientos del primer brote de KPC, durante la pasantía en el HUMV, 

realicé ensayos de formación de biofilms (Anexo IV), cuyos resultados sugieren que 

las cepas PRE y POST del primer brote poseen una baja capacidad de formación de 

biopelículas (Fig. Apéndice III.1). La diferencia respecto a una cepa utilizada como 

control positivo resultó estadísticamente significativa. Por tanto, los datos recabados 

me permiten inferir que el gen blaKPC-2 de los aislamientos del brote KPC del Hospital 

Mautone circularon en la clona ST258, colistin resistente, embebidos en un Tn4401 

isoforma a, el cual se encontraba inserto en un plásmido no conjugativo de muy alto 
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peso molecular (probablemente > 300Kb), posiblemente perteneciente al grupo de 

incompatibilidad plasmídica IncFII o IncR. 

Contrario a lo sucedido con el aislamiento 666 del primer brote de KPC, el Ec20/2 

correspondiente al segundo brote fue exitosamente transferido por conjugación (con 

una eficiencia de 1 x 10-3 TC/célula receptora). En este caso se pudo tipificar el 

plásmido transferido, tanto a nivel del grupo de incompatibilidad plasmídica como 

estimando su tamaño a partir de la extracción de plásmidos pesados. Asimismo, esta 

cepa dadora era co-productora de una BLEE de la familia CTX-M, y se pudo 

comprobar que el gen codificante para esta enzima no se co-transfirió con el gen 

blaKPC-2, indicando su localización en una molécula de ADN diferente. Adicionalmente 

es importante destacar, que si bien la transferencia se realizó a partir del único 

aislamiento de E. coli, el perfil plasmídico permite inferir que un plásmido de similar 

tamaño se encuentra en los restantes aislamientos del segundo brote (Fig. 10B y 

11B) y considerando que todos los aislamientos dieron positivos para IncN, esto 

sugiere que el plásmido presente en todos ellos, incluyendo el de E. coli, pertenece a 

dicho grupo de incompatibilidad plasmídica. Por lo tanto, estos resultados, 

conjuntamente con los obtenidos respecto al entorno genético del gen para la 

carbapenemasa me permiten concluir que en el segundo brote, el gen blaKPC-2 circuló 

en la isoforma b del Tn4401, embebido en un plásmido conjugativo IncN de un 

tamaño aproximado < 50Kb. Dentro de los aislamientos analizados por Southern Blot 

en el Instituto Osvaldo Cruz, también se analizaron algunos representantes del 

segundo brote, entre ellos algunas Klebsiellas (4293 y 19/1) revelando por 

hibridación de sonda para blaKPC y sonda para IncN que el gen codificante de la 

carbapenemasa se hallaba efectivamente en el plásmido con señal IncN, y cuyo 

tamaño estimaron en 40Kb. Esto concuerda con los datos obtenidos en esta tesis. 

Creo importante destacar el hecho de que estos aislamientos presentan similares 

características genotípicas (ST437, Tn4401 isoforma b, plásmido IncN de 40Kb 

portador del gen blaKPC-2) a otros aislados de los estados de Santa Catarina, Espíritu 

Santo y Rio de Janeiro (Brasil) (Pereira et al., 2013) que se encuentran próximos a la 

frontera con Uruguay, lo cual podría significar la importación de la clona desde este 

país vecino. A pesar de ello, la alta eficiencia de conjugación estaría indicando una 
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gran facilidad para la transferencia de este plásmido entre otras enterobacterias. 

Probablemente esto haya sucedido con el aislamiento Ec20/2 el cual se aisló de un 

hisopado rectal, conjuntamente con el aislamiento Kp20/1. Si la hipótesis de la 

importación de la clona de K. pneumoniae ST437 desde Brasil fuese correcta, 

entonces podría haber ocurrido una transferencia del plásmido portador del gen 

blaKPC-2 en el ambiente gastrointestinal del paciente, desde una K. pneumoniae a una 

E. coli.  

Por otra parte, además de su facilidad de transferencia, el plásmido parece haber 

exhibido una gran facilidad para perderse en ausencia de presión selectiva, como se 

evidenció con el aislamiento 19/2 enviado a España (denominado en esta tesis 19/2 

SDR), el cual perdió el fenotipo de multirresistencia (Tabla 15) y asimismo demostró 

la pérdida del plásmido < 50Kb (Fig. 13B). Otros reportes ya han sugerido la pérdida 

de plásmidos portadores del gen blaKPC durante pasajes in vitro (Kitchel et al., 2010; 

Siu, Lin, Gomez, Eng, y Chiang, 2012; Tofteland, Naseer, Lislevand, Sundsfjord, y 

Samuelsen, 2013), por lo cual lo sucedido en España no correspondería a un caso 

aislado. Análisis de estabilidad plasmídica así como de costo biológico asociado a la 

conservación del plásmido deberían ser llevados a cabo para determinar las posibles 

causas que llevan a la pérdida de este EGM y de otros. 

Los aislamientos 19/1B, 19/1C y 20/1, portadores del gen blaKPC-2 también fueron 

evaluados en lo que respecta a su capacidad de formar biofilms (Fig. Apéndice III.1), 

hallándose que se asemejaban al control positivo. A este respecto, exhibieron 

resultados opuestos a los de los aislamientos del primer brote, lo cual podría sugerir 

una evidencia más de que plásmidos conjugativos portan factores que colaboran en 

la adherencia para formar biopelículas (Ghigo, 2001). 

5.7 Capacidad de transferencia del gen blaCTX-M-15 y análisis 

plasmídico 

En referencia a la transferencia del gen blaCTX-M-15, fue exitosa en los cuatro ensayos 

realizados, si bien se apreciaron diferencias importantes en lo que refiere a la 

eficiencia de conjugación, la cual fue mayor para los dadores pertenecientes al 
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pulsotipo B (1103 y 1113). Asimismo, si bien la mayoría de los plásmidos no pudo ser 

tipificado a nivel de su grupo de incompatibilidad (Tabla 14), la extracción de 

plásmidos pesados de las cepas dadoras así como de sus respectivas 

transconjugantes (Fig. 11A) sugiere que el gen blaCTX-M-15 se encuentra en plásmidos 

de diferente tamaño en las diferentes clonas. Además es interesante remarcar que, 

aunque todos los ejemplares del pulsotipo B (1102, 1103, 1113, 1116, 1121) 

mostraron un perfil plasmídico idéntico, el perfil de plásmidos de los ejemplares 

correspondientes al pulsotipo A (1101, 1120, 1124, 1125 y 1126) fue más 

heterogéneo (Fig. 10A).  

Curiosamente, en la literatura se ha reportado al gen blaCTX-M-15 asociado a plásmidos 

de los grupos de incompatibilidad IncFII, IncFIA/FIB e IncFIIA, tanto en K. pneumoniae 

como en E. coli (Montesinos et al., 2010; Naseer et al., 2009; Oteo et al., 2009; Roy 

Chowdhury et al., 2011; Smet et al., 2010; Woodford et al., 2009; Zhuo, Li, Zong, y 

Zhong, 2013). Sin embargo, a pesar de repetir las PCRs multiplex para detectar los 

diferentes grupos F, así como realizando PCRs simples, en ningún caso se obtuvo 

producto indicando que en los aislamientos en estudio el gen blaCTX-M-15 estaría 

circulando en plásmidos no tipables por los métodos clásicos. No obstante, no se 

puede descartar la posibilidad de que se trate de un replicón fusionado entre IncFII e 

IncFIA, como se ha encontrado por análisis de secuenciación de plásmidos completos 

en aislamientos de E. coli (Smet et al., 2010; Woodford et al., 2009). 

En referencia a la capacidad de formar biofilms, el aislamiento 1101 demostró una 

baja capacidad, y la diferencia en comparación con el control positivo resultó 

estadísticamente significativa (Fig. Apéndice III.1). Sin embargo la densidad óptica a 

620nm fue más del doble que la exhibida por los aislamientos PRE y POST. Si la 

capacidad de formar biofilms efectivamente se correlaciona con una mayor eficiencia 

de conjugación, estos resultados podrían dar cuenta de la baja eficiencia rendida con 

la cepa 1101 como dadora. 

El último aspecto que me gustaría mencionar en lo que respecta a la transmisión del 

gen blaCTX-M-15 refiere a su co-transferencia con el/los integrones estudiados. 

Claramente, en los aislamientos 1101 y 1125, donde se evidenció la presencia de 
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blaCTX-M-15 en la misma plataforma RMD que el integrón, era de esperarse que 

pasaran en el mismo evento de conjugación plasmídica a la cepa receptora. Sin 

embargo, para los aislamientos 1103 y 1113 no se pudo determinar la plataforma en 

la cual estaba/n embebido el/los integron/es por lo cual a priori no se sabía si el gen 

para la BLEE estaba codificado en la misma región. A pesar de que los resultados no 

indican una asociación física discreta entre estos elementos, claramente se co-

localizan en el mismo plásmido ya que las PCRs para intI1 y CTX-M-15 dieron 

positivas para los transconjugantes.  

5.8 Diferentes morfotipos y resistotipos 

La diferente morfología de colonia observada originalmente por los laboratoristas 

del Hospital Militar en los aislamientos productores de KPC, y posteriormente 

observada en el aislamiento 19/1 enviado a España, demostraron que existían 

variaciones que afectaban no solo el fenotipo de la colonia sino también el fenotipo 

de sensibilidad a los antibióticos (lo cual posteriormente fue confirmado 

molecularmente al detectar diferentes genes de resistencia en los diferentes 

aislados). Estos morfotipos diferentes en K. pneumoniae han sido descriptos desde la 

década del ’30 (Randall, 1939) como resultado del surgimiento de colonias 

translúcidas y otras rugosas a partir de las colonias mucoides típicas. Estas distintas 

morfologías de colonia demostraron estabilidad al ser cultivadas por separado, a 

pesar de que en algunos casos, luego de varios años volvían a exhibir un fenotipo 

mixto. Asimismo, el crecimiento de las colonias translúcidas fue evidenciado de 36 a 

72 hs posteriores a la siembra, diferenciándose aún posteriormente las rugosas. Esto 

sugirió una tasa de crecimiento más lenta de estos morfotipos en presencia del 

morfotipo mucoide. La diferencia principal hallada entre las diferentes morfologías 

era la presencia de cápsula y el tamaño de los bacilos: las mucoides se originaban a 

partir de bacilos cortos y encapsulados; las translúcidas a partir de bacilos cortos no 

encapsulados y las rugosas a partir de bacilos largos no encapsulados. Otros casos de 

la bibliografía consultada reportan cambios en los aspectos de la colonia y los 

relacionan a mutaciones en determinados genes que codifican para la cápsula 

(Lawlor, Hsu, Rick, y Miller, 2005) así como en genes para la nitrogenasa (Streicher, 

Gurney, y Valentine, 1971). Por otra parte, Matatov et al. (1999) reportaron la 



 

Página | 108  
 

diferenciación de colonias translúcidas a partir de colonias mucoides, donde las 

primeras se originaron a partir de bacterias no encapsuladas (varias productoras de 

fimbrias) y las últimas a partir de encapsuladas no productoras de fimbrias. La 

asociación de la falta de fimbrias en presencia de cápsula se relaciona con el rol de 

las fimbrias en lo que refiere a la capacidad invasiva de K. pneumoniae, donde los 

aislados capsulados y sin fimbrias circularían por el torrente sanguíneo, mientras que 

aquellos no encapsulados y productores de fimbrias infectarían el tracto urinario.  

Similarmente, Hsueh et al. (2002) reportaron diferentes morfotipos a partir de 

aislamientos de un mismo cultivo, que también exhibían perfiles de resistencia a 

antibióticos diferentes. Los aislamientos /1 y /2 obtenidos de los diferentes cultivos 

del segundo brote de KPC parecieron mostrar un comportamiento similar.  

Si bien las colonias translúcidas (consideradas en esta tesis como la cepa 19/1C) se 

originaron a las 72hs de sembrar el cultivo del aislamiento 19/1 (en la placa se veían 

como las reportadas por Matatov et al. 1999, foto que se adjunta en el Anexo V), una 

vez subcultivadas por separado, crecieron a tasas de crecimiento similares y a las 

24hs no exhibieron fenotipos mixtos (Fig. 12). Como se mencionó en el apartado de 

Resultados, se subcultivaron estos morfotipos periódicamente por separado para 

conservarlos y a partir de ellos se hicieron los subsiguientes estudios. En cuanto a los 

recibidos del Hospital Militar, se tomaron similares precauciones y por tal motivo se 

trató a los diferentes morfotipos como cepas distintas. 

En todos los casos, se encontraron diferencias en los genes de resistencia a 

antibióticos portados por una u otra variante y en lo que refiere al contenido 

plasmídico, reveló ser de características muy similares, con alguna banda plasmídica 

de tamaño ligeramente mayor en los aislados /2 versus su contraparte en los 

aislados /1. Visto que hay diferencias en los genes, y que la mayoría de ellos se han 

visto asociados a plásmidos, puede especularse la inserción de estos genes mediados 

por algún evento de transposición, lo cual no solo permitiría a la bacteria ampliar su 

repertorio de genes sino que también haría que el plásmido al cual “saltara” el 

transposón migrara más lento en el gel de agarosa. Resta por ser dilucidado si los 

aislamientos además difieren en la presencia de cápsula y/o fimbrias, lo cual pudiera 

explicar las diferencias en los morfotipos de colonia. 
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5.9 Análisis de porinas 

Con el fin de determinar si las CIMs a β-lactámicos y carbapenemes de diferentes 

aislamientos se debían exclusivamente a ser portadores de los genes codificantes 

para BLEEs y/o carbapenemasas, se procedió al estudio de las dos porinas principales 

en K. pneumoniae: OmpK35 y OmpK36.  

En primera instancia se amplificaron los genes codificantes de ambas porinas, luego 

se analizó su expresión mediante la cuantificación relativa de la acumulación de sus 

mensajeros y en tercera instancia de realizó la extracción de dichas proteínas. De 

este modo se cubrieron todos los pasos de la cascada de expresión génica. 

Para el gen ompK35, se encontró una inserción de un nucleótido en la posición 123 

que por análisis bioinformático predice un corrimiento del marco de lectura, el cual 

provocaría un codón STOP prematuro (Fig. 14). Esta inserción ya fue descripta 

anteriormente por lo cual parece frecuente la detección de estos mutantes en 

aislamientos clínicos (Adler et al., 2012; Clancy et al., 2013; Garcia-Fernandez et al., 

2012; Mataseje et al., 2011). El gen del aislamiento 1104 solamente reveló 

mutaciones sinónimas. 

Lamentablemente, a pesar de utilizar diferentes estrategias para poder amplificar 

dicho gen en los restantes aislamientos (19/1B, 19/1C, 19/2 y 20/1), los resultados 

fueron en todos los casos negativos. Con cebadores internos se pudo evidenciar que 

cualquiera fuera el motivo, refería a cambios en la primera mitad del gen (extremo 

5’) o bien en su región promotora, fuera de la región codificante. Se podrían suponer 

inserciones en la región codificante (a pesar de que hubiese esperado poder 

amplificar un fragmento de mayor tamaño al aumentar la extensión de la PCR, lo 

cual no sucedió) ya que se ha reportado a las secuencias de inserción IS1 e IS10 

interrumpiendo el gen (Doumith et al., 2009). Sin embargo, es más probable que la 

inserción haya ocurrido al inicio del gen o en su región río arriba, afectando de este 

modo no sólo la actividad de su promotor (como se sugerirá a continuación) sino 

también posiblemente la hibridación de los diferentes cebadores utilizados. La IS1 se 
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ha detectado recientemente en la región mencionada, separando al promotor de su 

gen e impidiendo su transcripción (Shoma et al., 2014). 

En lo referente a la expresión relativa del ARNm de ompK35, en todos los 

aislamientos reveló una muy baja acumulación de transcriptos (Fig. 18A). Esta baja 

expresión resultó estadísticamente significativa en comparación al control positivo. 

Como se mencionó en la sección de Resultados, en los aislamientos 1101, PRE y 

POST esto podría estar relacionado con la alteración del marco de lectura y el codón 

STOP prematuro, a pesar de que los cebadores hibridan dentro de la región 

codificante (antes del codón STOP) (Fig. Apéndice II.1). La estabilidad de esos 

mensajeros podría verse disminuida y consecuentemente alterar sus niveles de 

acumulación; esta inestabilidad podría relacionarse con una menor cantidad de 

ribosomas en estos mensajeros, producto del codón STOP prematuro. En lo que 

respecta a los aislamientos restantes, como fue sugerido anteriormente, podría 

tratarse tanto de una inserción en la región codificante que pueda impedir la 

correcta transcripción del gen, o bien una inserción en la región promotora que 

afecte el evento transcripcional y no el ARNm en sí mismo. El único caso que por su 

secuencia primaria no se esperaba tan baja producción de mensajeros, es el del 

aislado 1104, cuya secuencia aminoacídica resultó igual a la secuencia de referencia. 

A este respecto, la literatura da cuenta de que la producción de OmpK35 estaría 

reprimida en medios de alta osmolaridad, como el MH utilizado para el crecimiento 

bacteriano en los ensayos de Q-PCR (Hernandez-Alles, Alberti, et al., 1999), por lo 

cual se puede inferir que esta podría ser una de las posibilidades que explique la baja 

expresión a nivel de ARNm.  

El gen para ompK36 pudo amplificarse y secuenciarse exitosamente en todos los 

casos, no revelándose ninguna secuencia de inserción interrumpiendo ninguno de 

ellos, a pesar de que los reportes de IS1, IS2, IS5, IS10, IS26 e IS903 son muy 

frecuentes en aislamientos con sensibilidad disminuida o resistencia a carbapenemes 

(Hernandez-Alles, Benedi, et al., 1999; Kaczmarek et al., 2006; Mena et al., 2006; Sho 

et al., 2013). 
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Sin embargo, al analizar las secuencias, se ven claras diferencias, fundamentalmente 

entre la secuencia aminoacídica del aislamiento 1104 comparada con las restantes 

(Fig. 15). Cabe mencionar que se utilizó como secuencia de referencia una 

previamente publicada como “sin defectos aparentes” - KC534867 (Shoma et al., 

2014), y también se comparó el alineamiento con la secuencia correspondiente a la 

proteína cristalizada (Dutzler et al., 1999). Varias posiciones revelaron sustituciones 

al comparar estas dos secuencias de referencia. Análisis utilizando la herramienta 

BLAST indicaron alto porcentaje de homología nucleotídica entre ambas secuencias 

con otras presentes en la base de datos del NCBI al realizar el análisis con cada 

secuencia por separado. Una desventaja de dicha base de datos, que resultó 

inconveniente para los estudios llevados adelante en esta tesis, es el hecho de que 

las secuencias, en muchos casos, no incluyen información respecto a la funcionalidad 

de las proteínas que codifican. 

Hasta la fecha, y según la literatura consultada, la gran mayoría de las sustituciones 

reportadas no se han asociado a ningún tipo de impedimento en la función proteica 

y mayoritariamente se han reportado en aislamientos que producen la porina a nivel 

polipeptídico, según revelado en ensayos de extracción de PME (Landman et al., 

2009; Ruiz et al., 2012; Zhang et al., 2014).  

Para el propósito de esta tesis entonces, se consideró a la secuencia KC534867 como 

la referencia, y cuando se mencionan sustituciones, éstas refieren a la variación 

respecto de esta secuencia. Varias de las sustituciones indicadas en la Figura 15 (que 

se indican en rojo y azul, dependiendo el grado de conservación entre las secuencias 

alineadas) fueron reportadas en diferentes aislamientos por Zhang et al. (2014), en 

donde los autores también notan diferencias importantes entre la secuencia 

correspondiente a la proteína cristalizada (Z33506.1) y la secuencia que ellos utilizan 

como referencia (NTUH-K2044). Lamentablemente, los estudios llevados a cabo por 

dichos autores se limitan a describir las sustituciones y a mapearlas a las estructuras 

secundarias putativas, sin realizar un análisis posterior de los resultados. 

En un intento por determinar si las sustituciones halladas en los aislamientos 

estudiados (a excepción del 1104 que pareció ser el que exhibió una secuencia más 
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divergente en comparación con las demás) podrían influir en la estructura 

tridimensional de la proteína, y de ese modo afectar su funcionalidad, se decidió en 

primera instancia, hacer un análisis básico de las propiedades fisicoquímicas de los 

residuos sustituidos, en segundo lugar, mapear las sustituciones considerando las 

estructuras secundarias ya caracterizadas (Fig. 16) y finalmente mapearlas en la 

estructura tridimensional (Fig. 17). 

Sin tener en cuenta al aislamiento 1104, dos de las sustituciones se encontraron en 

todos los aislamientos (Pro157Val y Arg328His). Otras dos fueron exclusivas del 

aislamiento 19/2 SDR (Asp336Asn y Val337Met), en tanto que la sustitución 

Val343Gly fue hallada en las cepas 19/1B, 19/1C y 19/2 SDR (Fig. 15).  

Como se mencionó anteriormente, a excepción de la sustitución de un ácido 

aspártico (D) por una asparagina (N) en el aminoácido 336 de OmpK36 del 

aislamiento 19/2 SDR, las demás implican todas ellas cambios por aminoácidos con 

similares propiedades fisicoquímicas (hidrofóbicos por hidrofóbicos, hidrofílicos 

cargados positivamente por hidrofílicos de igual carga). En el caso de Asp336Asn, se 

está sustituyendo un aminoácido polar ácido (D) por uno polar neutro (N).  

El hecho de que las propiedades fisicoquímicas del residuo aminoacídico sustituído 

no cambien, podría indicar que los AA de la secuencia de referencia tendrían el 

potencial de cambiarse por otros de similares características sin que esto vaya en 

detrimento de la funcionalidad de la proteína. Claro que para poder comprobarlo no 

es suficiente el ver la proteína en un SDS-PAGE, sino que se deberían hacer estudios 

de estructura-función, donde se cambie un aminoácido a la vez (por ejemplo 

mediante construcción de mutantes knock-out para las porinas a los cuales se los 

transforme con plásmidos de expresión de la secuencia de interés) y se analice si 

dicho cambio confiere o no una mayor resistencia a β-lactámicos, en ausencia de 

otros genes de resistencia a éstos. Por otra parte, abordajes bioinformáticos y de 

biofísica de proteínas podrían colaborar en el modelado de las sustituciones para 

dilucidar un posible cambio de conformación proteica.  
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Al mapear las sustituciones mencionadas anteriormente en la estructura secundaria 

de la proteína, se reveló que la mitad de ellas caen en regiones con estructuras 

definidas de hojas-β o α-hélices. Lo mismo sucede con la mayoría de las sustituciones 

halladas en la secuencia proteica de OmpK36 del aislamiento 1104. Considerando los 

datos de propiedades fisicoquímicas, así como reportes previos que indican que 

inserciones y cambios en el loop 3 (localizado entre una α-hélice y una hoja-β, entre 

las posiciones 110 y 123 aproximadamente en la Fig. 16) producirían deficiencias en 

la funcionalidad proteica (Garcia-Fernandez et al., 2010), se podría hipotetizar que 

los cambios reportados en esta tesis no predicen carencia de funcionalidad.  

Igualmente, y con el sólo fin de localizar esas sustituciones en la estructura 

tridimensional de la porina, se utilizó el programa Protein Workshop. De esta forma 

se pudo comprobar que las posiciones donde las sustituciones ocurrieron cambiando 

un AA hidrofóbico por otro de igual polaridad (Pro157Val en rojo, Val337Met en 

anaranjado y Val343G en amarillo – Fig. 17) se localizan más internamente en los 

monómeros de la porina, e incluso en regiones de contacto entre monómeros, 

apoyando el hecho de que por su hidrofobicidad se encuentran en posiciones 

internas alejadas del poro. Por el contrario, la posición 328 (Arg328His en azul) de 

propiedades hidrofílicas, parece localizarse más expuesta y en contacto con el poro. 

De haber cambiado las propiedades fisicoquímicas, se podría haber presupuesto un 

cambio de conformación en la estructura tridimensional, lo cual no se sugiere con los 

datos recabados. 

Los análisis de expresión relativa del ARNm de ompK36 indicaron variabilidad entre 

los aislamientos, pero en ningún caso la diferencia de expresión fue estadísticamente 

significativa cuando se la comparó con la media (Fig. 18B). Un patrón similar de 

variabilidad en la expresión de esta porina fue observado también por Landman et 

al. (2009). Estos resultados probablemente estén sugiriendo que los cambios 

aminoacídicos descritos anteriormente no afecten en gran medida la funcionalidad 

de la proteína. 

Sin embargo, al comparar la expresión relativa de esta porina entre el aislamiento 

PRE y el aislamiento POST, la diferencia indicó ser estadísticamente significativa. Esto 
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es sorprendente desde un punto de vista de la secuencia codificante ya que éstas 

resultaron ser idénticas, lo cual sugiere un mecanismo de regulación pre-

transcripcional que esté afectando la producción de mensajeros. Asimismo, cabe 

resaltar que los ensayos de expresión no fueron realizados en presencia de presión 

antibiótica. Considerando lo anterior, los datos de las diferencias de CIMs a 

meropenem y algunas cefalosporinas, en conjunto con los obtenidos respecto a la 

caracterización molecular de los genes de resistencia y los resultados de secuencia y 

expresión de OmpK35 y OmpK36, se puede inferir que el mecanismo que lleva a la 

regulación negativa de la expresión de OmpK36 es heredable ya que se mantuvo aún 

en ausencia de presión selectiva. Se puede entonces hipotetizar, que dado que el 

aislamiento POST provino del mismo paciente que el aislamiento PRE, y fue aislado 

posteriormente a la antibiótico-terapia, esta última habría actuado llevando a la 

bacteria a explotar mecanismos que le aseguraran su supervivencia. Reduciendo la 

expresión de la porina, aumentaría la impermeabilidad por lo cual variados 

antibióticos no ingresarían a la célula bacteriana para ejercer su acción. 

Molecularmente, este mecanismo ha de ser algo heredable, como bien podría ser 

una inserción o deleción en la región promotora de ompK36, lo cual sería una 

atractiva explicación para lo sucedido considerando que ya ha habido reportes de 

casos similares donde se detectó la secuencia de inserción IS5 así como deleciones 

río arriba del gen (Clancy et al., 2013; Hernandez-Alles, Benedi, et al., 1999). 

Finalmente, para completar el análisis de porinas, se realizó la extracción de PME y 

se corrieron los extractos en geles SDS-PAGE (Fig. 19). En estos ensayos se partió de 

medios de cultivo de diferente grado de osmolaridad a modo de poder diferenciar la 

aparente expresión de OmpK35 en medios de baja osmolaridad, como el NB. Así es 

que partiendo de ambos medios (NB y MH), se observó la falta de la banda mayor 

superior en todos los aislamientos, con la excepción de la del 1104 a partir de NB. 

Esto concuerda con la bibliografía consultada así como con los datos de secuencia de 

ompK35 que parecía no presentar cambios aminoacídicos respecto de la secuencia 

de referencia. Por otra parte, la banda mayor de tamaño intermedio se observó en 

todos los aislamientos y con una intensidad apreciablemente menor para la cepa 

POST. 
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En suma, si bien no se realizaron análisis por Western Blot ni estudios de 

espectrometría de masas para verificar la identidad de cada banda, tomando toda la 

información obtenida respecto de las secuencias de los genes de porinas, su 

expresión relativa y su presencia o ausencia en el SDS-PAGE, se puede inferir que la 

banda mayor superior corresponde a la porina OmpK35 mientras que la banda 

mayor de tamaño intermedio correspondería a OmpK36. Creo importante destacar 

que si bien la última debería de migrar más lentamente en el gel que OmpK35 (36kD) 

ya que su tamaño es mayor (38kD), ya se ha descrito que el patrón de proteínas de 

Klebsiella pneumoniae en SDS-PAGE varía dependiendo de la composición del gel 

(Martinez-Martinez, 2008) y de otros factores no dilucidados aún (Zhang et al., 

2014). Para las proteínas homólogas en E. coli se sabe que al agregar urea al gel de 

poliacrilamida, las porinas migran acorde a su tamaño. Sin embargo los geles 

realizados y utilizados en el marco de esta tesis no contenían urea.  

Aunque frecuentemente se ha afirmado que aislamientos no productores de BLEE 

suelen expresar ambas porinas principales, los resultados de esta tesis evidencian 

que al menos el aislamiento 19/2 SDR, sensible a antibióticos β-lactámicos, no 

produce OmpK35 (ni siquiera en NB). En lo que refiere a la significancia clínica de 

esta observación, probablemente no afecte en gran medida dado que las CIMs se 

mantienen dentro de rangos sensibles y se sabe que la expresión de una sola porina 

es suficiente para la penetración de los β-lactámicos (Martinez-Martinez, 2008). 

Sin embargo, esta pérdida de expresión puede adquirir gran importancia en casos 

donde además el microorganismo pueda recibir genes de carbapenemasa así como 

adquirir mutaciones o inserciones en el gen de la porina funcional, lo cual se ha 

reportado puede llevar a valores muy altos de CIM a carbapenemes tales como 

>256µg/ml (Yang et al., 2010). Por E-test se verificó que la CIM a meropenem de la 

cepa POST era de 256µg/ml (Anexo IV) por lo cual este aumento en la resistencia 

parece efectivamente dado por la disminución en la expresión de OmpK36 en 

ausencia de expresión de OmpK35. 
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5.10  Expresión relativa de KPC 

Para descartar que la mencionada diferencia pudiera deberse a una expresión 

diferencial de KPC, también se realizaron ensayos de Q-PCR a las cepas PRE y POST, 

así como a las correspondientes al segundo brote, pero en todos los casos calibrando 

versus la cepa PRE, lo cual no es un abordaje correcto para los aislamientos del 

segundo brote ya que el background genético es muy diferente. Los resultados no 

evidenciaron diferencias estadísticamente significativas en la expresión (Fig. 20) lo 

cual podría indicar, para el caso de las cepas del primer brote, que la expresión de la 

enzima no estaría afectando la CIM a carbapenemes. Ensayos de cuantificación de 

copias del gen deberían de adicionarse a este estudio para descartar una diferencia 

entre la cantidad de copias, así como estudios de bombas de eflujo que no se han 

abordado en el marco de esta tesis y que se han asociado con una contribución a la 

resistencia (Padilla et al., 2010). 
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6. PERSPECTIVAS Y CONCLUSIONES 

 

Los objetivos de esta tesis versaron sobre la detección y caracterización de BLEEs de 

la familia CTX-M así como de carbapenemasas de la familia KPC en aislamientos 

clínicos de Klebsiella pneumoniae multirresistentes a antibióticos, tanto a nivel de las 

variantes circulantes, como a nivel de sus contextos genéticos inmediatos y sus vías 

de dispersión. Uno de los focos de esta tesis fue la detección de integrones atípicos 

en torno a los cuales se buscaron los genes blaCTX-M. Por otra parte se enfatizó en la 

capacidad de transferencia de los determinantes de resistencia, y finalmente se 

analizó el perfil PME en búsqueda de otros factores que pudieran explicar los 

fenotipos resistentes. 

Los resultados evidenciaron la diseminación del gen blaCTX-M-15 asociado a regiones 

RMD en los entornos de integrones atípicos portados en plásmidos conjugativos de 

diferentes tamaños. Estos integrones de estructura atípica sugirieron una alta 

prevalencia en la población estudiada indicando que las técnicas moleculares clásicas 

de detección de integrones por PCR de la intI1 y/o la RV subestiman enormemente la 

diversidad estructural de estos elementos. Por otra parte en un período de dos meses 

solamente, se evidenció casi un 50% de bacterias productoras de BLEE, 

correspondientes a dos pulsotipos y probablemente dos secuencio-tipos diferentes. 

Asimismo, el gen blaKPC-2 circuló en dos isoformas diferentes del Tn4401, transposón 

más frecuentemente asociado al gen mencionado. Se encontró en la isoforma a 

dentro de un plásmido no transferible en aquellos aislamientos pertenecientes al 

primer brote de KPC. Por el contrario, se localizó en la isoforma b dentro de un 

plásmido conjugativo IncN en aquellos pertenecientes al segundo brote. Las 

diferentes isoformas podrían explicar las diferencias en los perfiles de sensibilidad a 

carbapenemes. En los aislamientos productores de KPC se hizo evidente la circulación 

de dos clonas absolutamente diferentes entre los brotes y probablemente con 

orígenes distintos. 

En cuanto a la expresión de porinas, se reveló la falta de OmpK35 en todos los 

aislamientos estudiados (a excepción de uno de ellos cuando fue crecido en medio 
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de baja osmolaridad). Los genes de algunos de los aislamientos no pudieron 

amplificarse, lo cual conjuntamente con la baja cuantificación de sus ARNm y la 

ausencia de proteína, sugiere probablemente una inserción o deleción en la región 

promotora.  

La expresión de OmpK36 resultó variable entre los aislamientos, apreciándose una 

clara disminución en un único aislamiento, productor de KPC-2, y aislado 

posteriormente a la antibiótico-terapia del paciente. El gen ompK36 en este 

aislamiento no presentó mutaciones que pudieran explicar la disminución en su 

expresión, lo cual podría estar indicando una regulación de la expresión génica pre 

y/o post-transcripcional impulsada por la presión selectiva ejercida por el uso de 

antibióticos. Considerando que los ensayos de extracción de PME se realizaron en 

ausencia de presión antibiótica, esto indicaría que la disminución de la expresión de 

OmpK36 en este aislamiento versus su contraparte pre-terapia, constituye un evento 

heredable. 

En suma, los resultados de esta tesis enfatizan la problemática que representa la 

multirresistencia a antibióticos, donde ya no puede ser explicada enteramente por la 

detección de genes individuales sin tener presente el rol que juegan los EGM en su 

generación y dispersión. 

A pesar de los datos obtenidos, es claro que resta aún mucho trabajo para poder 

comprender cabalmente los múltiples factores que llevan a la multirresistencia en 

bacterias. Sería interesante evaluar la implicancia de las bombas de eflujo en los 

fenotipos de resistencia exhibidos, así como también poder cuantificar el número de 

copias de genes para KPC y CTX-M presentes en cada aislamiento, a modo de recabar 

más información para poder llegar a afirmaciones más concluyentes. 

Asimismo, de disponer de la posibilidad, sería muy provechoso seguir indagando 

sobre los genes ompK35 que no pudieron ser amplificados, por ejemplo mediante 

secuenciación por primer walking, o diseñando nuevos cebadores que hibriden con 

las secuencias de inserción más frecuentemente reportadas. 
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Finalmente, y no por ello menos importante, sería interesante construir bibliotecas 

fósmidas para poder caracterizar las plataformas en las cuales se encuentran 

embebidos los integrones atípicos que no evidenciaron la presencia de las mismas 

regiones que el aislamiento U20. 

A pesar de que la era genómica y bioinformática permite análisis globales de 

plásmidos y hasta cromosomas bacterianos, los datos crudos de secuencias no 

aportan más que asociaciones entre diversos genes. Por lo tanto considero que 

cualquier abordaje que comience con la detección molecular debería de continuarse 

con ensayos funcionales. Esta tesis intentó conjugar aspectos moleculares con 

aspectos funcionales, si bien lo molecular predominó. Sería muy interesante poder 

continuar realizando estudios de funcionalidad de las diferentes proteínas y enzimas 

analizadas a modo de complementar y darle sentido biológico e utilidad directa en el 

área clínica a los resultados obtenidos. 
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8. ANEXO I: Sitio de corte de FokI 

 

 

Figura Anexo I.1. Sitio de reconocimiento de corte de la enzima de restricción FokI. En rojo se 

recuadra la posición que en el gen aac6’-Ib es polimórfica y diferencia el alelo salvaje del alelo aac6’-

Ib-cr. 
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9. ANEXO II: Cebadores utilizados para tipificación plasmídica 

 

Tabla Anexo II.1. Tabla de cebadores utilizados para tipificar el grupo de incompatibilidad 

plasmídica. Extraída de Carattoli et al., 2005. 
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10. ANEXO III: Resultados de ensayos de microdilución a Aminoglucósidos 

 

Tabla Anexo III 1. Resultados de ensayos de microdilución a aminoglucósidos de aislamientos estudiados en el HUMV, llevados adelante por 
un estudiante del Servicio de Microbiología, bajo la orientación de la Dra. Marta Fernández. 

 
MICRODILUCION 

Perfil de 
Resistencia Aislamiento Ge 

EUCAST 
>4 

  To 
EUCAST 

>4 
  Nm 

EUCAST 
>8 

  Nt 
EUCAST 

>4 
  Ak 

EUCAST 
>16 

  K 
EUCAST 

>8 

1104 0,25 
  

≤0,125 
  

0,5 
  

≤0,125 
  

0,5 
  

2 
 

sensible 

19/1B 128 R 
 

32 R 
 

>128 R 
 

32 R 
 

8 
  

>256 R GKTNmNt 

19/1C ≤0,125 
  

≤0,125 
  

16 R 
 

≤0,125 
  

≤0,25 
  

256 R KNm 

19/2 SDR 0,5 
  

0,25 
  

64 R 
 

0,25 
  

0,5 
  

256 R KNm 

20/1 >128 R 
 

16 R 
 

128 R 
 

8 R 
 

4 
  

>256 R GKTNmNt 

POST >128 R 
 

>128 R 
 

128 R 
 

>128 R 
 

32 R 
 

>256 R AGKTNmNt 

PRE 64 R   128 R   64 R   >128 R   16 R   >256 R AGKTNmNt 

                   Ge, G: Gentamicina; To, T: Tobramicina; Nm: Neomicina; Nt: Netilmicina; Ak, A: Amicacina; K: Kanamicina; EUCAST: European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing 
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11. ANEXO IV: Protocolo de ensayo de formación de Biofilms 

 

1. A partir de un cultivo overnight en placa de MHA, se prepararon cultivos en 

suero fisiológico a una densidad de 0,5 Mac Farland los cuales fueron diluidos al 

1:100 en caldo MH. 

2. Se sembraron 500µl de cada una de estas diluciones y 500µl de caldo MH en 

cada pocillo de una placa de cultivo de 24 pocillos. Como control negativo se 

sembró 1ml de caldo MH y como control positivo una cepa de Pseudomonas 

aeruginosa previamente caracterizada como productora de biofilms. Cada cepa 

se sembró por duplicado en la placa, y el experimento biológico se hizo por 

duplicado. 

3. Se dejó la placa en estufa a 37°C por 48hs. 

4. Se removió el medio de cultivo de cada pocillo y se lavó dos veces con 1ml de 

suero fisiológico cada vez. 

5. Se agregó 1ml de cristal violeta en cada pocillo y se dejó incubando la placa a 

temperatura ambiente por 12 minutos. 

6. Posteriormente se removió el cristal violeta y se volvió a lavar dos veces con 1ml 

de suero fisiológico cada vez. 

7. Se dejó secar la placa y luego se agregó 1ml de ácido acético al 33% en cada 

pocillo. Se incubó la placa por 2 minutos a temperatura ambiente, con agitación. 

8. Finalmente se midió la absorbancia a 620nm del volumen resuspendido, 

normalizando con el valor del control negativo. 

9. Se realizó la media de los duplicados y posteriormente la media de ambos 

experimentos. 

10. La evaluación de la capacidad de formación de biofilms fue realizada por análisis 

estadísticos.  
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12. ANEXO V: Diferentes morfotipos de colonia 

 

 

Figura Anexo V. 1. Morfología de colonia de cepa parental K21a. A. Una suspensión bacteriana fue 

plaqueada en TSA e incubada por 18hs. La flecha indica la variante translúcida no-mucoide. B. Cultivo 

incubado por 48hs. La flecha indica segmentos translúcidos no-mucoides. Tomada de Matatov et al. 

1999. La imagen B refleja cómo se veía el cultivo del aislamiento 19/1 a las 72hs para algunas de las 

colonias. 
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13. APÉNDICE I: Cromatogramas de gen aac6’-Ib 

 

 

 

Figura Apéndice I.1. Cromatogramas de un fragmento del gen aac6’-Ib mostrando la posición 304 

polimórfica entre alelos. A. Aislamiento 1101. La posición T304 se indica con una estrella sobre el 

cromatograma, la T indica que se trata del alelo salvaje (aac6’-Ib). B. Aislamiento 20-1. La posición 

C304 se indica con una estrella sobre el cromatograma, la C indica que se trata del alelo aac6’-Ib-cr. 
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14. APÉNDICE II: Hibridación de cebadores para ompK5 (Q-PCR) 

 

OLIGO            start  len      tm     gc%  any_th  3'_th hairpin 

seq  

LEFT PRIMER        130   18   58.00   61.11    0.00   0.00   52.06 

GTCTGGACCACCAATGGC 

RIGHT PRIMER       207   20   55.78   45.00    0.00   0.00    0.00 

GATCTGAGTTTCGCCTTTCA 

SEQUENCE SIZE: 1080 

INCLUDED REGION SIZE: 1080 

 

PRODUCT SIZE: 78, PAIR ANY_TH COMPL: 0.00, PAIR 3'_TH COMPL: 0.00 

 

    1 ATGATGAAGCGCAATATTCTGGCAGTGGTGATCCCTGCCCTGCTGGTAGCCGGTGCAGCC 

                                                                  

   61 AACGCTGCAGAAATCTATAACAAAAACGGCAACAAACTGGACTTCTATGGAAAAATGGTC 

                                                                   

  121 GGCGAGCACGTCTGGACCACCAATGGCGACACCAGCAGCGACGATACCACCTATGCCCGT 

               >>>>>>>>>>>>>>>>>>                                  

  181 ATCGGCCTGAAAGGCGAAACTCAGATCAACGATCAGCTGATCGGCTACGGCCAGTGGGAA 

             <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<                                 

  241 TACAACATGGACGCGTCCAATGTTGAAGGTTCCCAGACCACAAAAACCCGTCTAGCGTTC 

                                                                   

  301 GCAGGCCTGAAAGCGGGCGAATACGGTTCATTCGACTATGGCCGTAACTACGGCGCGATC 

                                                                   

  361 TACGACGTCGAAGCGGCAACCGATATGCTGGTTGAATGGGGCGGTGACGGCTGGAACTAT 

                                                                   

  421 ACCGACAACTACATGACCGGTCGTACCAACGGCGTCGCAACCTACCGTAACTCCGACTTC 

                                                                   

  481 TTCGGTCTGGTTGACGGTCTGAGCTTCGCGCTGCAGTACCAGGGTAAAAACGACCATGAC 

                                                                   

  541 CGTGCGATTCGCAAGCAGAATGGCGACGGCTTCAGCACCGCAGCCACCTACGCGTTCGAC 

                                                                   

  601 AACGGTATCGCACTGTCTGCAGGCTACTCCAGCTCTAACCGTAGCGTCGATCAGAAAGCT 

                                                                   

  661 GACGGCAATGGCGACAAAGCCGAAGCCTGGGCGACCTCTGCAAAATATGACGCTAACAAC 

                                                                   

  721 ATCTATGCGGCCGTCATGTACTCCCAGACTTACAACATGACTCCGGAAGAAGATAACCAC 

                                                                   

  781 TTCGCTGGTAAAACTCAGAACTTTGAAGCAGTTGTACAGTATCAGTTTGACTTCGGCCTG 

                                                                   

  841 CGTCCGTCCATCGGCTACGTACAGACCAAAGGCAAGGACCTGCAGTCGCGTGCTGGCTTC 

                                                                   

  901 TCCGGCGGCGATGCGGATCTGGTTAAATACATCGAAGTGGGTACCTGGTACTACTTTAAC 

                                                                   

  961 AAGAACATGAACGTCTACGCTGCGTATAAATTCAACCAGCTGGACGACAACGATTACACC 

                                                                   

 1021 AAAGCGGCTGGTGTCGCCACTGACGACCAGGCGGCCGTGGGTATCGTTTACCAGTTCTAA 

                                                                   

 

Figura Apéndice II.1. Hibridación de cebadores para detectar el ARNm de ompK35 por Q-PCR. Se 

muestra la secuencia nucleotídica correspondiente al gen ompK35. Iluminado en amarillo se indica la 

posición de hibridación del cebador ompK35RTfw y en verde la del ompK35RTrv. Con un triángulo rojo 

se indica la posición de inserción de una G en el gen de las cepas 1101, PRE y POST. En rojo se muestra 

el codón STOP generado por el corrimiento del marco de lectura. La hibridación fue realizada con el 

programa Primer3 (Koressaar y Remm, 2007; Untergasser et al., 2012) 

http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_start
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_len
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_tm
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_gc
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_any
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_three
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_hairpin
http://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_seq
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15. APÉNDICE III: Resultados de ensayo de formación de biofilms 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura Apéndice III.1. Resultado de ensayo de formación de biofilms. Se muestran los promedios dos 

réplicas y dos experimentos biológicos independientes en los cuales se mide la densidad óptica a 

620nm luego de teñir el crecimiento bacteriano con cristal violeta según protocolo indicado en Anexo 

III. Como control positivo de formación de biofilms se utilizó un aislamiento de Pseudomonas 

aeruginosa previamente caracterizado en el HUMV como productor de biofilms. Los asteriscos indican 

diferencias significativas en la densidad óptica comparados con el C(+) y la media de todas las 

muestras (por análisis de ANOVA de una vía y por test t de Student de dos colas). 
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16. APÉNDICE IV: Publicación (primer reporte de K. pneumoniae 
productora de KPC) 



Emergence of KPC-producing Klebsiella pneumoniae in Uruguay: infection

control and molecular characterization
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Abstract

We describe the first outbreak of Klebsiella pneumoniae carbapenemase-producing K. pneumoniae (KPC-KP), the infection control

measures adopted and the shift in resistance patterns of isolates during antibiotic treatment. The ST258 KPC-KP strain exhibited a

multiresistant antibiotic phenotype including co-resistance to gentamycin, colistin and tigecycline intermediate susceptibility. Isolates

before and after treatment had different behaviour concerning their antibiotic susceptibility and the population analysis profile study. A

progressive increase in the aminoglycosides (acquiring amicacin resistance) and b-lactam MICs, and a decreased susceptibility to

fosfomycin was observed throughout the administration of combined antimicrobial regimens including meropenem. A high meropenem

resistance KPC-KP homogeneous population (MIC 256 Jg/mL), could arise from the meropenem heterogeneous low-level resistance

KPC-KP population (MIC 8 Jg/mL), by the selective pressure of the prolonged meropenem therapy. The kpc gene was inserted in a

Tn4401 isoform a, and no transconjugants were detected. The core measures adopted were successful to prevent evolution towards

resistance dissemination.
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Introduction

Carbapenems are recommended for severe infections caused

by extended spectrum b-lactamase (ESBL) -producing Entero-

bacteria, because of their resistance to third-generation

cephalosporins and associated resistance to almost all other

antibiotics. Therefore the emergence of carbapenem-resis-

tance in Enterobacteria is worrying, and could be related to

several combined mechanisms involving outer membrane

permeability defects, hyperproduction of AmpC cephalospo-

rinases, ESBL and carbapenemase production [1].

Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPC) are the most

frequent carbapenemases found in Klebsiella pneumoniae and

are mostly plasmid encoded, but chromosomal location has

also been reported [2]. As the gene encoding KPC usually

resides on transferable plasmids, it is capable of disseminating

to other Gram-negative genera [3]. The worldwide spread of

KPC-producing K. pneumoniae strains (KPC-KP) has revealed

the successful dissemination of a major clone defined as

sequence type 258 (ST258). Since 2006, KPC-KP has arisen in

South America, particularly in countries bordering Uruguay—

Argentina and Brazil [4,5].

A high frequency of ESBL-producing K. pneumoniae isolates

(70%) has been reported in intensive care unit (ICU) patients

but no cases of KPC-producing isolates had been reported in
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the country up to April 2011 [6]. We describe the first two

clinical cases of KPC-KP infections in Uruguay, their pheno-

typic and genotypic characteristics, the shift of resistance

patterns during antibiotic treatment and the infection control

measures adopted.

Methods

Hospital setting characteristics

The ‘Sanatorio Mautone’ is a 65-bed acute general hospital

located in Maldonado-Punta del Este, a tourist area receiving

500 000 tourists annually from Argentina, Brazil and to a lesser

extent from the USA and Europe. The ICU has six beds, one in

an isolation room and the others in a common area separated

by curtains.

Clinical cases

Patient A. On 20 February 2011 a 30-year-old man (Table 1)

was admitted from home to the ICU for severe enteric sepsis

caused by a Salmonella sp. that was nalidixic acid and

ciprofloxacin susceptible, recovered from blood and stool

cultures. He was mechanically ventilated due to septic shock

and acute respiratory distress syndrome and intravenous

ciprofloxacin treatment was started. This patient had Evans

syndrome associated with systemic lupus erythematosus

treated with corticosteroids and immunosuppressants. He

had never required medical care in any other country. He first

developed an Escherichia coli tracheobronchitis treated with

piperacillin-tazobactam, and later developed a Pseudomonas

aeruginosa ventilator-associated pneumonia with secondary

bacteraemia that was treated with imipenem for 13 days. On

26 March a urine specimen grew P. aeruginosa and KPC-KP

(A1). A second urine specimen grew KPC-KP (A2) as well.

This catheter-related asymptomatic bacteriuria was not

treated. On 31 March the patient developed fever and septic

shock and blood cultures grew Salmonella sp. susceptible to

nalidixic acid, ciprofloxacin and imipenem, treated with

ciprofloxacin and imipenem; he progressed to refractory

septic shock and died on 7 April. On 6 April the central venous

catheter tip grew 10 CFU of KPC-KP (A3) and the blood

cultures were negative.

Patient B. On 15 March 2011 a 67-year-old man (Table 1) with

severe chest trauma was hospitalized in ICU with respiratory

failure requiring mechanical ventilation. Piperacillin-tazobactam

treatment was started for suspected pulmonary infection. The

patient was diabetic with a history of chronic hypertension. He

had not required medical care in any other country. On 20

March the patient developed a P. aeruginosa ventilator-associ-

ated pneumonia with secondary bacteraemia treated with

imipenem for 9 days and then with piperacillin-tazobactam and

ciprofloxacin. Patient condition improved and the orotracheal

tube was removed on 4 April. Three days later he developed

respiratory failure and mechanical ventilation was reinstalled.

On 7 April KPC-KP (B1) was recovered from respiratory

secretions and from the central venous catheter tip (100 CFU)

(B2). On 9 April the patient developed a ventilator-associated

pneumonia caused by KPC-KP (B3) with septic shock. Blood

cultures were negative, and cultures from urine and perianal

swabs grew KPC-KP (B4, B5). Initially a high dose of doxycy-

cline (200 mg every 6 h) plus rifampicin (600 mg every 24 h)

and meropenem (2 g in a 3-h infusion every 8 h) were started.

The patient’s condition improved and noradrenalin infusion was

TABLE 1. Characteristics of the patients, treatments and KPC-producing Klebsiella pneumoniae isolates

Diagnosis and antimicrobial treatment Date Isolate (Specimen) Synergy tests/blaKPC-2 Sequence type PFGE (XbaI)

Patient A SLE, Enteric Salmonella sepsis; CIP 20/02
Escherichia coli Tracheobronchitis; PTZ 27/02
Pseudomonas aeruginosa VAP with
secondary bacteraemia; IMP

10 al 23/03

P. aeruginosa persistent tracheal 26/03 A1 (Urine) +/nd nd nd
Samonella bacteraemia and Septic shock; IMP plus CIP 30/03

31/03
A2 (Urine) +/+ ST258 A

06/04 A3 (Catheter) +/nd nd nd
Patient B Chest trauma, respiratory failure, Diabetic; PTZ 15/03

P. aeruginosa VAP with secondary bacteraemia; IMP 20 al 30/03
P. aeruginosa persistent tracheal infection 1 al 09/04
Mechanical ventilation reinstalled 07/04 B1 (TA)

B2 (Catheter)
+/+
+/+

ST258
nd

A
A

KPC-KP VAP, Septic shock; DOX plus RIF plus MEM 09/04 B3 (TA)
B4 (Urine)
B5 (Rectal)
B6 (TA)

+/nd
+/nd
+/nd
+/+

nd
nd
nd
ST258

nd
nd
nd
A

TIG plus RIF plus MEM Respiratory failure,
P. aeruginosa bacteraemia

14/04
28/04

CIP, ciprofloxacin; PFGE, pulsed-field gel electrophoresis; PTZ, piperacillin-tazobactam; IPM, imipenem; DOX, doxycycline; RIF, rifampin; MEM, meropenem; TYG, tigecycline; A1,
>105 CFU/mL K. pneumoniae and P. aeruginosa; A2, >10

5 CFU/mL of K. pneumoniae; A3, 10 CFU of K. pneumoniae in the tip of central line catheter; B2, 100 CFU of K. pneumoniae;
B4, >10

5 CFU mL�1 of K. pneumoniae; +, difference of ≥5 mm in zones between MEM and MEM plus boronic acid and <5 mm in zone between MEM and MEM plus cloxacillin and
MEM plus dipicolinic acid; nd, not determined; SLE, systemic lupus erythematosus; VAP, ventilator-associated pneumonia; TA, tracheal aspirate.
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stopped. On 14 April doxycycline was substituted by tigecycline

(100 mg every 12 h), which became available for the first time

in Uruguay. Antimicrobial treatment was stopped on 25 April.

On 28 April the respiratory failure persisted, respiratory

secretions were positive for KPC-KP (B6) and P. aeruginosa and

blood culture was positive for P. aeruginosa. Finally on 3 May

the patient died of refractory respiratory failure.

Infection prevention and control measures

The Infection Control Committee, considering the unusual

antimicrobial resistance phenotype of K. pneumoniae isolates

suspected nosocomial cross-transmission and decided to

implement control measures, perform an epidemiological

investigation and notify the public health authorities [7,8].

Control measures adopted were: meeting with hospital

(clinicians, nurses, laboratory, housekeeping) and administra-

tion staff; extended contact isolation precautions for ICU

patients with daily monitoring (isolation room and dedicated

staff for the colonized and the infected patients, exclusive

work clothes to use with these patients, strict hand hygiene

with alcohol gel, reinforcement of the unshared use of

instruments and disinfection between patients of shared

instruments); screening of patients in contact with colonized

or infected patients and pre-emptive isolation while await-

ing results; closing the ICU to new patients; and reinforce-

ment of environmental hygiene with alcohol or chlorinated

agents. The surveillance cultures for the identification of

KPC-KP intestinal-tract-colonized patients were performed

according to the CDC protocol [9]. Respiratory secretions

and urine were evaluated following conventional culture

methods.

Identification and antimicrobial susceptibility studies

The identification and the antibiotic susceptibility testing were

performed using the VITEK 2 C (bioM�erieux, Marcy l’Etoile,

France) system. The MICs of imipenem, meropenem, tigecy-

cline, colistin and gentamycin were determined using E-test

(bioM�erieux). CLSI clinical breakpoints were applied, except

for tigecycline and colistin where EUCAST (http://www.eucast.

org) breakpoints were used [10,11]. ESBL testing was

performed according to CLSI guidelines.

Susceptibility to fosfomycin was assayed by disc diffusion

[12]. KPC phenotype was determined by synergy test using

KPC/MBL confirm kit (ROSCO Diagnostica A/S, Denmark).

The population analysis profile was determined for merope-

nem as described elsewhere [13].

Molecular studies

Screening for resistance genes was performed by PCR,

following reported conditions for blaTEM, blaSHV, blaCTX-M,

blaKPC, blaIMP, blaVIM gene families, and blaPER-2, aacA4, qnrA and

qnrB genes [14–20].

The genetic environment of blaKPC-2 gene was studied by

PCR mapping with specific primers for ISKpn6 or ISKpn7 or

tnpA and blaKPC-2. PCR amplification of the complete ompK36

gene was performed [21].

Crude extracts were subjected to isoelectrofocusing with

the use of PhastSystem and PhastaGels IEF 3–9 (Pharmacia,

Stockholm, Sweden).

Genetic relatedness

The genetic relatedness of KPC-KP isolates was evaluated by

pulsed field gel electrophoresis using XbaI-digested total DNA

and interpreted by Tenover criteria [22]. Multilocus sequence

typing with seven housekeeping genes was performed accord-

ing to the protocol described on the K. pneumoniae multilocus

sequence typing website (http://www.pasteur.fr/mlst/Kpneu-

moniae.html).

Mating experiments

To determine whether the blaKPC-2 gene was on a transferable

element, isolates A1 and B1—cefotaxime resistant, rifampin

and sodium azide sensitive—were mated in three independent

assays with E. coli strain Top10—cefotaxime susceptible,

rifampin and sodium azide resistant. They were cultured for

18 h at 35°C, in M€uller–Hinton agar (MHA) containing

cefotaxime 2 mg/L or rifampin 200 mg/L. The growth was

suspended in MH broth (MHB) to achieve a 1 MacFarland

turbidity standard, and 0.5 mL of the mix of equal volumes of

the donor and receptor suspensions was plated as a drop in

the middle of an MHA plate, and incubated for 18 h at 35°C.

Serial decimal dilutions of the suspension in 1 mL MHB of the

total growth were prepared. Transconjugants were selected

from 10�1 and 10�2 dilutions in MHA containing cefotaxime

2 mg/L and rifampin 200 mg/L and confirmed by positive

growth in MHA containing sodium azide 100 lg/mL and

positive PCR for blaKPC-2 gene.

Results

The ICU remained closed to new admissions while KPC-KP-in-

fected patients were still hospitalized. Three patients were

considered contacts because they shared their stay in ICU with

KPC-KP-infected patients. Two of them were discharged with

negative surveillance cultures that persisted negative on days 15

and 30 thereafter. Surveillance cultures of the third contact

were performed every 48 h with negative results. The epide-

miological investigation identified a diabetic patient with a

history of contact with the healthcare system in New York,
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USA, who was admitted to the ICU 17 days before the first

isolation of KPC-KP. She had a severe urosepsis caused by

non-multiresistant E. coli and hadmultiple episodes of diarrhoea

during the 5 days of hospitalization. When the ICU was free of

patients, it underwent a thorough cleaning and environmental

disinfection. Five months later two colonized cases were

detected (asymptomatic urinary catheter bacteriuria and

hepatic drain of quistostomy), similar control measures were

applied, surveillance cultures were performed during the next

6 months and no more cases have been identified since then.

All K. pneumoniae isolates recovered showed a multiresis-

tant phenotype but were susceptible to fosfomycin, ESBL-neg-

ative and exhibited a KPC phenotype. Different values for

MICs to b-lactams and gentamycin were observed for the

isolates from patient B (Table 2). The fosfomycin inhibition

zone diameters were 22 and 17 mm for B1 and B6 isolates,

respectively. Scattered colonies were observed within the

inhibition zone of meropenem for A2 and B1 whereas B6

showed no inhibition zone.

The B1 isolate population analysis profile showed a

heterogeneous population with a subset of 0.01–0.001%

growing at meropenem concentrations ranging from 16 to

128 µg/mL. The B6 isolate population analysis profile showed

that >0.01% of cells grew up to 512 µg/mL.

The isolates A2, B1, B2 and B6 revealed the presence of a

blaKPC-2, blaTEM-1, blaSHV-1 and aacA4 genes. Isoelectrofocusing

showed that these isolates shared two common b-lactamase

activities with isoelectric points of 5.4 and 6.7, characteristic of

TEM-1 and KPC-2 enzymes, respectively. PCR mapping

revealed a 4-kb genetic region containing tnpA, ISKpn7,

blaKPC-2 and ISKpn6 genes, consistent with a Tn3-based

Tn4401 isoform a, since a 100-bp deletion was detected

upstream of the blaKPC-2 gene (Fig. 1) [23]. Sequence analysis

of ompK36 DNA revealed a 99% similarity with a described

gene encoding a functional OmpK36 porin (Accession number

FJ577673).

Biparental conjugation did not render transconjugants,

indicating a conjugation frequency less than 1 9 10�8/

recipient.

Discussion

In the present study we describe the first nosocomial outbreak

caused by KPC-KP in Uruguay. Considering that none of the

patients had a history of recent travel abroad, it is possible that

an unrecognized colonized patient with a history of admission

in a healthcare facility in one of the endemic areas introduced

TABLE 2. Susceptibility of KPC-producing Klebsiella pneumoniae isolates

K. pneumoniae isolate

Vitek MIC lg mL�1 to: E-test MIC lg mL�1 to:

TZP FOX CTX CAZ CEP GEM ANK CIP COL IPM MEM IPM MEM TYG COL

A1 ≥128/4 ≥64 16 16 8 ≥16 16 ≥4 ≥16 8 4 8 4 2 24
A2 ≥128/4 ≥64 16 16 8 ≥16 16 ≥4 ≥16 8 4 8 4 2 24
B1 ≥128/4 ≥64 16 16 8 ≥16a 32 ≥4 ≥16 ≥16 4 8 8 2 24
B2 ≥128/4 ≥64 16 16 8 ≥16 32 ≥4 ≥16 ≥16 4 8 8 2 24
B3 ≥128/4 ≥64 16 16 8 ≥16 32 ≥4 ≥16 ≥16 4 8 8 2 24
B5 ≥128/4 ≥64 16 32 8 ≥16 32 ≥4 ≥16 ≥16 8 16 8 2 24
B6 ≥128/4 ≥64 ≥64 ≥64 ≥64 ≥16b ≥64 ≥4 ≥16 ≥16 ≥16 ≥32 ≥32c 2 24

PTZ, piperacillin-tazobactam; FOX, cefoxitin; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; CEP, cefepime; GEM, gentamicin; ANK, amikacin; CIP, ciprofloxacin; COL, colistin; IPM,
imipenem; MEM, meropenem; TYG, tigecycline.
aE-test MIC 36 lg/mL.
bE-test MIC 96 lg/mL.
cE-test MIC 256 lg/mL.

100-bp
deletion

ISKpn7

- tnpA

ISKpn6

816U 3098U KPCfw KPCrv 4714

Tn4401 isoform a  
9,9 Kb

blaKPC-2istA istBtnpAtnpR

FIG. 1. Schematic representation of the genetic structures from Tn4401 isoform a identified in the surroundings of blaKPC-2 gene. Genes and their

corresponding transcription orientations are shown by horizontal arrows. Empty triangles represent inverted repeats (IRs) that flank Tn4401

structure. Internal grey triangles represent IRs from ISKpn6 and ISKpn7. The 100-bp deletion characteristic of Tn4401 isoform a is indicated above

the sequence. Primers used are shown below the sequence: KPCfw, KPCrv [15], 816U, 3098U, 4714 [26].
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the causative agent to our hospital, as may be the case

identified in the root-cause analysis [24].

The KPC-KP isolates exhibited a multiresistant antibiotic

phenotype including resistance to colistin and intermediate

susceptibility to tigecycline. Based on pulsed field gel electro-

phoresis analysis they represent a single clone and they belong

to the internationally distributed ST258 KPC-KP clone,

allowing us to propose their introduction and the occurrence

of cross-transmission between patients. Both clinical cases had

risk factors previously reported to be associated with the

acquisition of KPC-producing bacteria: prolonged ICU stay,

invasive devices, immunosuppression and previous multiple

antibiotic therapies, including ciprofloxacin, tazobactam-piper-

acillin and imipenem [25].

This is the first description of isolates belonging to the

KPC-KP ST258, exhibiting co-resistance to gentamycin, colistin

and tigecycline intermediate susceptibility, acquiring further

amikacin resistance.

The first patient had a KPC-KP asymptomatic cathe-

ter-related bacteriuria, considered the source for the

cross-transmission, and his death was related to Salmonella

sepsis. In contrast, the second patient had multiple sites

colonized, and developed severe sepsis associated with

KPC-KP ventilator-associated pneumonia.

The core measures adopted according to European expert

opinion were reinforced and have been successful in prevent-

ing evolution towards resistance dissemination [8].

The deletions in the upstream genetic environment of the

blaKPC gene increased the level of KPC production, in

accordance with the high-level of carbapenem resistance

observed [26]. Even though B1 and B6 isolates were the same

strain based on pulsed field gel electrophoresis analysis, they

had different behaviours concerning their antibiotic suscepti-

bility and the population analysis profile study. A progressive

increase in the MICS for aminoglycosides and b-lactams, and a

decreased susceptibility to fosfomycin was observed through-

out the administration of combined antimicrobial regimens in

patient B. Even though pre- and post-treatment isolates

possessed ompk36 genes identical to a previously described

functional protein, a decrease in the ompk36 expression level

could not be discounted.

In addition, selection of mutants with resistance to different

antibiotic classes could have emerged by the acquisition of a

resistance mechanism with a broad range specificity spectrum.

Further studies are needed to understand the molecular basis

of these complex and variable resistance phenotypes and to

evaluate their frequency and clinical significance. To counteract

the emergency of carbapenem resistance, new antibiotic

regimens need to be developed and hospital infection control

and diagnostic microbiology practice must be improved.
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