Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

Contenido
RESUMEN ..ttt ettt e ettt e e e et e e e et e e e eeb e e e eea s e eaaba e eabaeeeeabanseeaesanseenannnnns 5
A B ST R A T ..ttt ettt e et e et e et et ettt e et e th e e et et e et e et eaaaetneeeaaaeaane 5
1. INTRODUCCION ..ottt 6
2. MARCO TEORICO ...ttt ettt et et ettt et et e et ete et e eteeneens e st enseseeeneereeneeneens 7
2.1.GeNEro KIEDSIElQ ..........ccoeeeeieieiee e 7
2.0.2. ClaSifiCACION oo 8
2.2. Factores De VIrUIENCIA......cooiiiiiiiii ittt 9
2.3, ANEIMICrOBIaNOS. ..o 9
2.4. Mecanismos de reSiStENCA .. ..cuiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e rarane 10
2.4.1. Modificacién enzimatica del antibiotico: ....c.oovvviiiiiiiiiiiii e 10
2.4.2. B- lactamasas de espectro extendido (BLEE): .......cccceeiiveiviiiieeieeeeeeeiiieeeeeeeeeeeevnee 10
2.4.3. Bombas de eXPUISION: ......uuueiieii e e e e e e e et e e e e e e e e a e 11
2.4.4, Cambios en la permeabilidad de la membrana extema: .........ccceeeevviiiiiiiiiin e, 11
2.4.5. Alteraciones del Sitio de @CCTION:.......uuuueueiiiiiiieet s 12
2.5. Pared celularen bacterias Gram NeatiVas...........ceceeeviiiiiieieeeeeeiiiiie e e e e et eeeeeeaneans 12
BT B e o T T = PP PP TPP PP 13
3. ESTADO DEL ARTE ..ottt ettt ettt ettt et e et et e et e et s e et e e eaa e e eeaeesaeeenaeeeenns 15
A, OBIETIVOS. ..ottt ettt st e et s ettt s e et s e et s eaa s eaan s e st e aansaanasaasnnaasnneeenns 18
o I CTT o 1< o | PP P PP PP PP PPOPPPPPPPPPPPPRt 18
L Y =Y ol oo LU 18
5. MATERIALES Y METODOS .....ovuiiieieteinteieeeiesesesenesesesesesesesesesesesesesssssssssssssssssssssnssssssanns 19
5.1. Cepas de bacterias ¥ CUItIVO .......ccoviuiiiiiii e et e e e e eae 19
5.2. Identificacion biogquUIMICa.........coeiiiiii i 19

Leonardo Munera-Martinez, 2009 1



Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

5.3. Pruebas de Susceptibilidad ..........ccuueiiiiiiiiii e 19
5.4, EXTracCion d@ ADN.........uueiiiiiiiiiiiiiiteeeetee e e e sttt e e e e e s ettt et e e e e e s e aabb e reeeeeeeesannannneees 20
5.5. Presencia de los genes OmpK35, OmpK36'y OmpK37 por PCR.........coevvviiieiiiiiiieeeeieeeeen, 20
5.6. Extraccién de la fraccion de membranaexternay perfil de porinas .........ccccoevveeeiiinnnnn. 21
6. RESULTADOS Y DISCUSION .....ocviiiuiitiiiietietectetieitete ettt ettt st a s eve s ss v s enesenis 22
6.1. Identificacion d@ @SPECIES. ........iiiiiii et e et e et e e e et e e et e eaaan 22
6.2. Pruebas de Susceptibilidad ..........uuuiiiiiiiiieece e 23
6.3. Presencia de los genes OmpK35, OmpK36y OmpK37 por PCR........cceeeeeviieviiiiiieeeeeeeviennen, 27
LB oY 1 e [l o Yo T 1 F= N 28
7. CONGCLUSIONES....ccieeieiiiitieete e e e e eee ettt e e e e e s sttt e e e eeesesssnnsseeeeeeeeseaansssanaeeaeeessesnnnssnnenes 33
8. RECOMENDACIONES ... ..ot iiiittittteeeeeeeiii ettt e e e e ettt e e e e e s e beeeeeeeesssaanrbneeeeeeeaessannns 34
9. BIBLIOGRAFTA ...ttt ettt 35
L0, ANEXOS. ..ttt ettt ettt e e e e e ettt teeeee e e e abb et e e e e e e e e e a b et beteeeaee e e e nnaraeaeaaeeens 41
10.1. Anexo 1. Aislamiento del ADN SENOMICO. ......uuuuieiieieiieeiiiiiiie e e eeeeieee e e e e e eeeaaaee e e e eeens 41
10.2. Anexo 2. Extraccion de proteinas de membrana eXxterma.........ocevvevvviiieeeeeeeeeeiiiieeee e, 42

Leonardo Munera-Martinez, 2009 2



Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

LISTADE FIGURAS

Figura 1. Klebsiella pneumoniae. A la derecha cultivo sobre agar MacConkey. A la

izquierda la estructura morfolégica por microscopia electronica. (Tomado de Umeh et al.,

Figura 4. Prueba de sensibilidad por difusion de disco para la cepa N° 12 en agar Mueller

11110 25

Figura 5. Concentracion inhibitoria minima para la cepa N° 12 en medio LB

suplementado con las maximas concentraciones de cada antibidtico. A: CAZ, >256; B:

CZ, >256; C: CTX, >512; D:CF, >256; E: CXM, >256; F: ATM, >256............cc...t 26

Figura 6. Amplificacién por PCR del gen OmpK36 en cepas resistentes de Klebsiella

pneumoniae. Pb: marcador de peso molecular en pares de bases, 4-28: cepas

resistentes, Ref: cepa de referencia ATCC 13883.....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiii e iieranaenas 28

Figura 7. Amplificacién por PCR del gen OmpK35 en cepas resistentes de Klebsiella

pneumoniae. 4-28: cepas resistentes, Ref: cepa de referencia ATCC 13883............. 28

Figura 8. Perfil de PME en SDS-PAGE al 10% de aislados de Klebsiella pneumoniae.

kDa: marcador de peso molecular en Kilodaltones. 4-28: cepas resistentes, Ref: cepa de

referencia ATCC 13883, 13-26: cepassensibles. .......c.oooriiiiiiiiiiiiiieeaeaennns 29

Leonardo Munera-Martinez, 2009 3



Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

LISTADE TABLAS

Tabla 1. Identificacion bioquimica de aislados clinicos mediante pruebas estandares...23

Tabla 2. Perfil fenotipico de resistencia de aislados identificados como Klebsiella

pneumoniae por el método de sensibilidad por difusion en disCo........ccvvvvivieinn.s 24

Tabla 3. Concentraciones inhibitorias minimas (ug/mL) de aislados resistentes de

Klebsiella pneumOoni@e. . . ... et e e e e e e 26

Tabla 4. Diferentes fenotipos encontrados en las cepas resistentes de Klebsiella...... 27

Tabla 5. Perfil de porinas asociado a los perfiles de resistencia en los aislados de

reSIStENteS de KIEBDSIEIA. . .. v v ettt ettt et ettt et s s s esasnnsannnnnssnnnneeenenns 29

LISTADE ANEXOS

Anexo 1. Aislamiento del ADN geNnOMICO. ... uut et i e e e e e e re e e e i anannnns 41

Anexo 2. Extraccion de proteinas de membranaexterna...........oeiiiiiiiiiiiiinaaans 42

Leonardo Munera-Martinez, 2009 4



Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

RESUMEN

Las bacterias del genero Klebsiella son una causa frecuente de infecciones nosocomiales. Uno de
los principales factores de virulencia son las proteinas de membrana externa. Se ha descrito
previamente que Klebsiella pneumoniae sintetiza dos porinas mayores, OmpK35 y OmpK36 y una
porina quiescente OmpK37. OmpK35 permite una penetracion mas eficiente de cafalosporinas que
OmpK36. Este es el primer informe en Colombia en el que se caracterizan molecularmente
aislados klebsiella por expresién de porinas y su asociacion a la resistencia a antimicrobiales. De
37 aislados clinicos provenientes de la clinica central de Armenia, 25 fueron identificados como
Klebsiella pneumoniae y 3 como Klebsiella oxytoca. Su nivel de susceptibilidad se evalué por el
método de sensibilidad por difusion en disco con 11 antimicrobianos para discriminar cepas
resistentes. Se determino la concentraciéon minima inhibitoria para las cepas resistentes con todos
los antibiéticos por la técnica de difusién en caldo. Las proteinas de membrana externa fueron
aisladas de las cepas resistentes, su presencia o ausencia se determino por SDS-PAGE. Se
encontraron ocho fenotipos diferentes de resistencia, todos los aislados sensibles presentaron las
porinas OmpK35 y OmpK36, dos de los nuewe aislados resistentes que expresaron las dos
porinas, OmpK35 y OmpK36, presentaron el menor nimero de resistencias. Se obseno relacion
entre la ausencia de expresién de OmpK35 y la resistencia a ceftazidima, cefazolina, cefuroxima,
aztreonam y gentamicina., OmpK36 no influyo en las resistencias encontradas ni en
decrecimientos de CIM. El Unico aislado resistente a ciprofloxacina fue Klebsiella oxytoca.

Palabras claves: Klebsiella pneumoniae, membrana externa, porinas, antibiético-resistencia.

ABSTRACT

The bacteria of the genus Klebsiella is a common cause of nosocomial infections. One of the main
virulence factors are outer membrane proteins. Has been reported previously that Klebsiella
pneumoniae synthesizes two major porins, OmpK35 and OmpK36 and a quiescent porin OmpK37.
OmpK35 allows more efficient penetration caphalosporins that OmpK36. This is the first report on
Colombia in molecularly characterized Klebsiella isolated by expression of porins and its
association with antimicrobial resistance. Of 37 inmates from the clinical trials center of Armenia,
25 were identified as Klebsiella pneumoniae and Klebsiella oxytoca and 3. Its level susceptibility
was evaluated by the method of sensitivity by disk diffusion with 11 antimicrobial to discriminate
resistant strains. We determined the minimum inhibitory concentration for strains resistant to all
antibiotics by the diffusion technique in broth. The outer membrane proteins were isolated from the
resistant strains, its presence or absence was determined by SDS-PAGE. He found eight different
resistance phenotypes, all isolates susceptible showed OmpK35 and OmpK36 porins, two of the
nine resistant isolates that expressed the two porins, OmpK35 and OmpK36, showed the lowest
number of resistence. Relationship was obsened between the absence of OmpK35 expression
and resistance to ceftazidime, cefazolin, cefuroxime, aztreonam and gentamicin. OmpK36 did not
influence the resistance encountered or decreases in CIM. The only resistance to ciprofloxacin was
isolated from Klebsiella oxytoca.

Key words: Klebsiellapneumoniae, out membran protein, porin, antimicrobial resistance
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1. INTRODUCCION

Las especies del genero Klebsiella son inmoviles, gram-negativas, anaerobias
facultativas y con una prominente capsula de polisacéridos, este genero es ubicuo en la
naturaleza. Klebsiella tienen dos habitats comunes, uno de ellos es el medio ambiente,
donde se encuentran en aguas superficiales, aguas residuales, suelo y plantas; y el otro
son las superficies de las mucosas de mamiferos que hayan colonizado (Brown et al.,
1973). La especie Klebsiella pneumoniae es el agente causal de infecciones del tracto
urinario, neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos, e infecciones de herida
quirdrgica. Son especialmente susceptibles los individuos ingresados en unidades de
cuidados intensivos, neonatos, y personas con enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(Podschun et al., 1998).

Uno de los principales factores de virulencia son las proteinas de membrana externa
(PME). Las PME desempefian papeles importantes en variedad de funciones; en primer
lugar estas sirven como una barrera de difusion para solutos extracelulares e interaccion
con ambientes externos (Nikaido, 1994), se ha descrito que la superficie bacteriana juega
un papel importante en la susceptibilidad a suero humano o animal, normal o inmune
(Martinez-Ramos et al., 2001). Las PME se destacan por su importancia en el proceso de
resistencia a antibiéticos beta-lactamicos normalmente usados para tratar infecciones con
Klebsiella, se ha observado decrecimiento de susceptibilidad a cefamicina en mutantes
deficientes de porinas y resistencia a cefoxitina y moxalactam, también se ha observado
altas concentraciones inhibitorias minimas (CIM) con meropenem, cefotaxima, cefepima,

ciprofloxacim, imipenem y aztreonam (Skopkova-Zarnayova et al., 2005).

Los estudios de Klebsiella pneumoniae en Colombia se han dirigido principalmente a la
caracterizacion del perfil de resistencia, en especial a los Beta-lactamicos, lo que hace
necesario centrar la atencién en el conocimiento de los factores que han favorecido el
desarrollo de estas resistencias, los mecanismos moleculares y de la expresion de
proteinas determinantes de la susceptibilidad en cada poblacién bacteriana, lo que
justifica la realizacién de este trabajo, en el cual se busco identificar la relacion entre la
expresion de proteinas porinas y la resistencia a antimicrobianos por impermeabilidad en

varios fenotipos resistentes de Klebsiella.
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2. MARCO TEORICO

2.1. Genero Klebsiella
Este genero, Klebsiella, fue llamado asi en honor de Edwin Klebs, un microbiologo

aleman de fines del siglo XIX. Los bacilos ahora conocidos como Klebsiella tambien
fueron descritos por Carl Friedlander, y por muchos afios el bacilo de Friedlander fue
tambien conocido como causa de neumonias severas y en ocasiones fatales.

K. pneumoniae es la especie tipo de este genero. Debe sospecharse la presencia de
especies de Klebsiella cuando se recuperan colonias grandes de consistencia mucosa en
placas de aislamiento primario como es el agar nutritivo. Sobre agar MacConkey,
tipicamente aparecen como colonias grandes, mucoides y rojas, con pigmento rojo
usualmente difusible en el agar circundante (Fig. 1), lo que indica fermentacién de la
lactosa, sin embargo no todas las cepas son mucosas y ciertas especies de Enterobacter
pueden ser muy similares a especies de Klebsiella en las pruebas de identificacion.
Todas las especies de Klebsiella son inmoviles y la mayoria no descarboxilan la ornitina,
(K. ornithinolytica es ornitina positiva) caracteristicas que son positivas para la mayoria de
especies de Enterobacter. Son anaerobias facultativas y con una prominente capsula de
polisacaridos. En la tinciébn de Gram son negativos; la asimilacion y la fermentacion de la
lactosa se puede observar en el medio Kligler, donde son positivos y desprenden gas; y
en la fermentacion aceténica o prueba de Voges Proskauer son positivos (Koneman et
al., 2001).

Figura 1. Klebsiella pneumoniae. A la derecha cultivo sobre agar MacConkey. A la izquierda la

estructura morfolégica por microscopia electronica. (Tomado de Umeh et al., 2009).

Leonardo Munera-Martinez, 2009 7



Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

Klebsiella pneumoniae, dentro de este género bacteriano, esta implicada principalmente
en infecciones nosocomiales. Es el agente causal de infecciones del tracto urinario,
neumonias, sepsis, infecciones de tejidos blandos, e infecciones de herida quirtrgica.
Son especialmente susceptibles los pacientes ingresados en unidades de cuidados
intensivos, neonatos, y pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica, diabetes
mellitus o alcohdlicos. A dia de hoy también existe una fuerte teoria que la relaciona con
la Espondilitis Anquilosante.

Causa alrededor del 1% de las neumonias bacterianas y puede causar condensacion
hemorragica extensa del pulmon. Ademas, en ocasiones provoca infeccion del aparato
urinario y bacteriemia a partir de lesiones focales en pacientes debilitados que puede
terminar con la vida del paciente. Algunas de las complicaciones mas frecuentes son el

absceso pulmonar y el empiema. (Mendes et al., 2004)

2.1.2. Clasificacion
Este genero pertenece a la clase Gamma Proteobacteria, orden: Enterobacteriales,

familia: Enterobacteriaceae.

El genero Klebsiella comprende 10 especies (NCBI, 2009 onward; Martinez et al., 2004):

e Klebsiella pneumoniae, que comprende 3 subespecies: Klebsiella pneumoniae
subsp pneumoniae, Klebsiella pneumoniae subsp ozaenae, Klebsiella
pneumoniae subsp rhinoscleromatis.

¢ Kilebsiella oxytoca con Klebsiella oxytoca subsp M5al.

¢ Klebsiella aerogenes.

e Klebsiella alba.

¢ Klebsiella granulomatis.

e Klebsiella milletis.

¢ Kilebsiella cf. Planticola.

¢ Klebsiella senegalensis.

¢ Klebsiella singaporensis.

¢ Klebsiella variicola, con Klebsiella variicola subsp At-22.

Leonardo Munera-Martinez, 2009 8



Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

2.2. Factores De Virulencia
Todos los miembros de Enterobacteriaceae son capaces de elaborar una capa de

polisacaridos asociado a la superficie llamada capsula. La composicion de estos
polisacéaridos capsulares es dependiente de la cepa (Schembri et al., 2004). La capsula
es considerada como la propiedad de virulencia dominante, por lo tanto esta capsula de
polisacaridos contribuye a la patogénesis por la resistencia mediada a la fagocitosis y a la
muerte por suero (Williams et al., 1983). K. pneumoniae produce un numero de factores
de virulencia que contribuyen a la patogénesis, incluyendo adesinas fimbriales,
sideroforos, antigenos O, y antigenos capsulares. En K. pneumoniae, como minimo 77
polisacéridos distintos llamados antigenos K han sido reportados (Bender et al., 1991).

2.3. Antimicrobianos

La mayoria de agentes antimicrobianos usados para el tratamiento de infecciones
bacterianas pueden ser categorizados de acuerdo a sus principales mecanismos de
accion. Estos son los modos de accion mas comunes: interferencia de la sintesis de la
pared celular, inhibicion de la sintesis de proteinas, interferencia con la sintesis de acidos
nucleicos e inhibicién de alguna via metabdlica importante:

Antibidticos que interfieren con la sintesis de la pared celular
* Lactamicos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes, monobactamicos
* Glicopéptidos: vancomicina, teicoplanina
Antibiéticos que inhiben la sintesis de proteinas
* Union a la subunidad ribosomal 50S: macrdlidos, cloranfenicol,
clindamicina.
* Unién a la subunidad ribosomal 30S: aminoglicésidos, tetraciclinas
* Unién a la isoleucina -tRNA sintetasa bacteriana: mupirocina
Interferencia con la sintesis de acidos nucleicos
* Inhibicién de la sintesis de ADN: fluoroquinolonas
* Inhibicién de la sintesis de ARN: rifampicina
Inhibicién de via metabdlica
» Sulfonamidas, analogos al acido félico
Dafio de la estructura membranal bacteriana

* Polimixinas, daptomicina

Leonardo Munera-Martinez, 2009 9
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Los medicamentos antibacterianos que actdan en la inhibicion de la sintesis de la pared
celular incluyen: los lactdmicos tales como la penicilina, cefalosporinas, carbapanemes y

monobactamicos y los glicopéptidos, incluyendo vancomicina y teicoplanina (Neu, 1992).

La perturbacién de la estructura de la membrana bacteriana puede ser un quinto punto de
accion de los antimicrobianos, aungque no es un mecanismo bien caracterizado, se dice
que polimixinas ejercen sus efectos inhibitorios mediante el aumento de la permeabilidad
de las membranas bacterianas, causando la liberacion de todo el contenido bacterial. La
daptomicina es un lipopeptido ciclico que aparentemente introduce su cola de lipidos en
la membrana de la célula bacteriana causandole una despolarizacion y la eventual

muerte (Tenover, 2006).

2.4. Mecanismos de resistencia

Teniendo en cuenta que las bacterias gram negativas tienen un arsenal de mecanismos
de resistencia a su disposicion y que la seleccion de estos mecanismos puede llevar a
falla terapéutica, es importante conocer sus mecanismos de resistencia mas relevantes.

Estos mecanismos de resistencia podrian resumirse en cuatro categorias:

2.4.1. Modificacién enzimatica del antibiético: Los antibiéticos 3-lactamicos tienen en
comun su estructura molecular con un anillo R-lactdmico, el cual es responsable en gran
parte de su accion antimicrobiana. Las R-lactamasas son enzimas capaces de romper
este anillo e inactivar estos antibiéticos. Las [3-lactamasas son ubicuas de las bacterias
gram negativas y representan una forma importante de resistencia. Los genes que
codifican estas enzimas pueden encontrarse en el cromosoma bacteriano o en
plasmidos, lo cual permite su facil transferencia entre diferentes bacterias, lo que
representa un gran reto para el control de las infecciones (Tafur et al., 2008).

2.4.2. B- lactamasas de espectro extendido (BLEE): Las BLEE han sido reportadas en
multiples especies de bacterias Gram negativas. Las especies de Klebsiella Y
Escherichia coli son las mas frecuentemente implicadas. Estas enzimas confieren
resistencia a las oximinocefalosporinas (como las cefalosporinas de tercera generacion),
el aztreonam, las penicilinas y las cefalosporinas de espectro reducido. Por otro lado, son

incapaces de hidrolizar cefamicinas (cefoxitina y cefotetan) y carbapenemes. Las BLEE
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son inhibidas por los inhibidores de R-lactamasas como el &cido clavulénico, el sulbactam
y el tazobactam. Se han descrito varias familias de BLEE, siendo las R-lactamasas
Temoneirsa (TEM), R-lactamasas sulfhidril variable (SHV) y cefotaximasas (CTX-M) las
mas prevalentes y OXA, PER VER, BES Y TOHO las menos frecuentes. La mayoria de
BLEE se ha originado por medio de mutaciones espontaneas de R-lactamasas de
espectro reducido por cambios en los aminoacidos en su sitio activo, lo que permite
ampliar su capacidad hidrolitica (Tafur et al., 2008).

Una caracteristica importante de las BLEE es que son mediadas por plasmidos, lo cual
les confiere una increible capacidad de diseminacion entre diferentes especies. Ademas,
en el mismo plasmido que porta los genes de BLEE, pueden encontrarse genes que
codifican resistencia para aminoglucésidos, tetraciclinas y trimetoprim/sulfametoxazol, lo

cual puede contribuir a la resistencia de multiples antibiéticos (Tafur et al., 2008).

2.4.3. Bombas de expulsion: Las bombas de expulsion han sido reconocidas por
muchos afios y estan presentes en cada célula. Su popularidad ha venido en aumento
concomitantemente con la creciente evidencia que las implica como responsables de
resistencia contra antimicrobianos, no sélo en bacterias, sino también en otros patdgenos
como los parasitos del genero Plasmodium, se encuentran en la membrana externa de la
célula y expulsan hacia el exterior de gran cantidad de moléculas, entre ellas,
metabolitos, detergentes, solventes organicos y antibiéticos; para ello, utilizan la hidrélisis
de ATP o un mecanismo de contra-transporte idnico como sustrato energético. El
principal papel de este mecanismo es mantener bajas las concentraciones de sustancias
toxicas dentro de la célula. Las bombas de salida pueden ser especificas para un
farmaco (generalmente, codificadas en plasmido y, por lo tanto, transmisibles) o
inespecificas (generalmente expresadas en el cromosoma bacteriano) (Tafur et al.,
2008).

2.4.4. Cambios en la permeabilidad de la membrana externa: Las porinas embebidas
en la membrana externa de las bacterias gram negativas son canales que trabajan como
filtros en una membrana permeable. Ademas de otras funciones vitales, estas moléculas
tienen la capacidad de retardar el acceso de los antibidticos al interior de la bacteria. Los
antibiéticos R-lactamicos deben penetrar a través de estos canales; cuando se pierde una

porina por mutaciones, aumentan las CIM (concentracién inhibitoria minima) para el
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antibiotico. Las porinas pueden ser especificas o inespecificas dependiendo de su
selectividad para las moléculas que dejan pasar (Tafur et al., 2008).

2.4.5. Alteraciones del sitio de accion: El cambio en la estructura terciaria del sitio
donde los antibiéticos ejercen su accion es el otro mecanismo de resistencia. Los sitios
de accion se pueden encontrar en diferentes componentes bacterianos que involucran
actividades celulares vitales. En el caso de la sintesis de la pared celular, las proteinas
acopladoras de penicilinas son las responsables de la transpeptidacion, proceso
fundamental para la estabilidad de la pared celular. Todos los R-lactdmicos tienen como
blanco las proteinas acopladoras de penicilinas, que llevan a la lisis de la pared celular.
Las alteraciones estructurales secundarias y mutaciones pueden disminuir la afinidad de
los 3-lactamicos por las proteinas acopladoras de penicilinas y permiten que la bacteria
continle con su pared indemne y sobreviva. Este mecanismo es el més importante para
las bacterias gram positivas, especialmente, Streptococcus pneumoniae resistente a
penicilina y Staphylococcus aureus resistente a meticilina. Para las bacterias gram
negativas esta estrategia es menos frecuente. Otro sitio de accion de los antibiéticos es la
sintesis de proteinas. Este proceso puede inhibirse al atacar los componentes nucleares
de la transcripcién del ARN. Por ejemplo, las quinolonas inhiben la topoisomerasa,
enzima encargada del desdoblamiento del ADN para su replicacion. Asimismo, la sintesis
de proteinas, llevada a cabo en los ribosomas, puede ser inhibida por farmacos como los
aminoglucésidos, las tetraciclinas, la clindamicina, los macrélidos y el cloranfenicol.
Usualmente se debe a alteraciones cromosomicas aunque recientemente se ha asociado
a genes transmitidos por plasmidos. En Colombia existen tasas de resistencia a
ciprofloxacina en E. coli de alrededor de 50%, lo cual se encuentra muy por encima de lo
reportado en los Estados Unidos; los mecanismos causantes aun no se han elucidado
(Tafur et al., 2008).

2.5. Pared celular en bacterias Gram negativas
Las Bacterias Gram negativas se caracterizan por presentar una membrana celular

interna la cual se rodea por una pared celular delgada de peptidoglicano y, hacia el lado
externo del cuerpo de la célula una membrana celular externa que recubre la pared
celular en estas bacterias (Fig 2). Entre la membrana citoplasmatica interna y la

membrana externa esta el espacio periplasmico el cual presenta una sustancia llamada
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periplasma la cual contiene enzimas importantes para la nutricién en estas bacterias. La
membrana externa presenta una estructura llamada lipopolisacérido (LPS) y tiene
diversas proteinas, siendo una de ellas las proteinas llamadas porinas o canales
proteicos. El LPS esta formado por tres regiones: el polisacarido O (antigeno O), una
estructura polisacarida central (KDO) Yy el lipido A (endotoxina) (Nikaido et al., 1985).

PARED CELULAR GRAM NEGATIVA

Antigeno K N
Antigeno 0 Lipido A

Q000
QOO0
9000
OO00
OO000

LPS

EHECOEHEOR ]
g% gggg 8 g égggéggg . Membrana
) 38 S 33 38 externa
H ki ?%%%? Mg
OOOOOOOOOOO (00600000000000)
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| Proteinas de uniéon | X
amureina ~— Periplasma
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mmmmnﬂnb‘ i
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citoplasmatica

Figura 2. Pared celular de bacterias gram negativas (tomado de Scatamburlo et al.,
2004).

2.5.1 Porinas

Las porinas son los poros de las mitocondrias o VDAC (canal anidnico dependiente de
voltaje), que permiten el paso de moléculas de hasta 10 kD y un didmetro aproximado de
20 A. Las porinas encontradas en bacterias Gram negativas tienen una gran importancia.
Permiten el paso de determinadas sustancias requeridas por estas bacterias asi como la
salida de productos de desecho y determinadas sustancias dafiinas para las bacterias

Leonardo Munera-Martinez, 2009 13



Perfil de porinas asociado alaimpermeabilidad celular en cepas de Klebsiella
pneumoniae resistentes a antimicrobianos

como los antibidticos. La estructura general de estas proteinas la forman trimeros
asociados (Koebnik et al., 2000).

Klebsiella pneumoniae sintetiza dos porinas mayores, OmpK35 y OmpK36 (Fig. 3) y una
porina quiescente OmpK37, OmpK35 es homologa a OmpF de Escherichia coli, su
expresion ha sido reducida bajo altas condiciones de osmolaridad (Doménech-Sanchez,
2003) mientras que OmpK36 es homologa a OmpC de E. coli (Alberti et al., 1995). La
porina Ompk37 es similar a OmpN en E. coli y a OmpS2 en Salmonella typhi, ambas
siendo porinas quiescentes cuyas expresiones en Enterobacterias es poco regulada en
condiciones estandares de laboratorio (Domenech-Sanchez, 1999).

Figura 3. Modelo estructural de un monémero de OmpK36 (tomado de Alberti et al.,
1995).
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3. ESTADO DEL ARTE

Las porinas de Escherichia coli hasta el momento han sido las mas caracterizadas en
cuanto su bioquimica, funcionalidad, genética, inmunoquimica y propiedades
estructurales (Rosenbusch, 1974; Bassford et al., 1977).

Kaneko et al., (1984) identificaron dos porinas en cepas de Enterobacter cloacae, en
donde describieron su masa molecular, tamafio del poro y selectividad por cargas
eléctricas, las llamaron 37kD y 40kD debido a su peso molecular, mas tarde estas cepas
fueron reidentificadas por Sawai et al., (1987) como Klebsiella pneumoniae, en un estudio
donde inhibian la sintesis de porinas de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y

Serratia marcescens por medio de salicilato en el medio de cultivo.

Posteriormente Alberti et al., (1993) determinaron que estas proteinas son homologas a
las porinas de E. coli OmpC y OmpF, por medio de sus métodos de extraccion, masas
moleculares y secuencia de N-terminal, y ademas en este estudio se demostré que estas
porinas pueden formar un complejo con C1q, el primer componente de la ruta clasica del
sistema complemento, y que pueden activar la cascada del complemento, una propiedad
nunca observada en otras proteinas de membrana externa (PME) o lipopolisacaridos
(LPS).

Tres afios después, Alberti et al., (1999) caracterizaron muy bien una de las porinas
expresadas en K. pneumoniae en el trabajo titulado “A Porin from Klebsiella pneumoniae
Sequence Homology, Three-Dimensional Model, and Complement Binding”, determinaron
su peso por medio de migracion en electroforesis de poliacrilamida con una movilidad
correspondiente a 36 kDa, debido a esto la llagmaron OmpK36. La secuencia del gen
revel6 que OmpK36 es pariente cercano a la familia de porinas Enterobacteriales, con un
alto grado de homologia con las porinas de E. coli OmpC, Phoe, y OmpF. En base a la
estructura tridimensional de estas porinas y usando andlisis por rayos-x, se modelo la
estructura de OmpK36 y se encontrd que igual que sus proteinas homologas, también
cuenta con un motivo B-barril de 16- stranded y largos bucles en un extremo y cortos
giros en el otro, en cuanto al la union a componente C1q del complemento, el modelo

sugiere que el sitio de unién a C1lq estan cubiertos por LPS en la porina nativa.
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Luis Martinez Martinez et al., (1996) evaluaron aislados de K. pneumoniae, los cuales
presentaban resistencia a cefalosporinas de espectro extendido y cefoxitina, pero solo se
presento alta resistencia a cefoxitina en los aislados que carecian de la porina OmpK35 'y
producian la enzima SHV-5, estos resultados fueron revertidos cuando estas cepas
carentes de OmpK35 fueron transformados con un gen que codificaba para la porina
OmpK36, concluyendo asi que la resistencia a cefoxitina y cefalosporinas de espectro
extendido es debido a la perdida de porinas para el paso del antibiotico.

Ardanuy et al., (1999), estudiaron quince aislados clinicos productores de Beta-
Lactamasas de espectro extendido (BLEE) de un brote nosocomial. Todos los aislados
fueron resistentes a cefalosporinas de amplio espectro, aztreonam, gentamicina y
fluoroquinolonas y fueron sensibles a los carbapenémicos, tobramicina, netilmicina y
amikacina, ninguno expresoé la porina OmpK36, la CIM de meropenem, cefotaxima y
cefpiroma fue de tres a ocho veces mas alto para aislados que no expresaban la porina
OmpK35 06 la expresaban en pocas cantidades, para imipenem la CIM aumento el doble
en los aislados que no expresaban esta proteina. Concluyendo que el alto nivel de
resistencia a la cefoxitina y el aumento de la CIM de meropenem, cefotaxima y cefpiroma
para los aislados de Klebsiella pneumoniae productores de BLEE estudiados estan

asociados con la deficiencia de porinas.

Una nueva porina fue identificada en Klebsiella pneumoniae por Doménech-Sanchez et
al., (1999) en donde analizaron por PCR y Southern blot las mutaciones de cepas
deficientes de porinas y resistentes a B-Lactamicos, encontrandose un tercer gen en
adicion a los de las porinas OmpK35 y OmpK36, llamado OmpK37, la cual casi no se
expresa en condiciones de laboratorio. La caracterizacion funcional sugirié un poro mas
estrecho en comparacion con OmpK35 y OmpK36, esto se correlacioné con la
susceptibilidad a ciertos antibidticos b-lactamicos, ya que una cepa de K. pneumoniae
expresa la porina OmpK37 y no la OmpK35 6 OmpK36, era menos susceptible a

antibiéticos b-lactamicos que las que si expresaban estas dos porinas.

Hernandez-Allés et al., (1999) concluyeron que las cepas de K. pneumoniae que no
expresaban BLEE expresaban las dos porinas, OmpK35 y OmpK36, mientras que las

cepas que si expresaban esta enzima solo sintetizaban la porina OmpK36.
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Crowley et al., (2002) determinaron que un aislado clinico de K. pneumoniae fue
resistente a cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima, piperacilina-tazobactam, meropenem y
fue intermedia a imipenem, se determino que la resistencia a estos antimicrobianos fue
contribuida por la expresion de B-lactamasas SHV-2 y el decrecimiento en la expresion
de Ompk36.

La contribucion de la resistencia o susceptibilidad a antimicrobianos por la expresion de
OmpK35 fue detallada por Doménech-Sanchez et al., (2003), en este estudio se encontrd
gue las cepas de K. pneumoniae que carecian de la porina OmpK35, presentaban unas
CIM mas altas que las cepas carentes de la porina OmpK36, indicando que la porina
OmpK35 permite una penetracion mas eficiente de los antimicrobianos a la bacteria que
la porina OmpK36.

Skopkova et al., (2005) realizaron un perfil de proteinas de membrana externa de
aislados de K. pneumoniae, todos los aislados fueron resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion debido a la produccién de beta-lactamasa SHV-2 de espectro-
extendido, la comparacion de el perfil de proteinas de membrana externa revelo que un
aislado carente de porinas fue también resistente a cefoxitina y moxalactam, y tuvo una
elevada CIM. Las elevadas CIMs, asociados con la falta de porinas en la membrana
externa, fueron también observadas para cefotaxima, cefepima, ciprofloxacina, imipenem
y aztreonam, pero no fueron diferencias siCNificativas entre las CIM de ceftazidima.
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4. OBJETIVOS

4.1. General
Identificar la presencia de porinas asociadas a la disminucién de la permeabilidad a

antimicrobianos en aislados de Klebsiella pneumoniae.

4.2. Especificos

Identificar especies del genero Klebsiella en muestras de individuos con
infecciones por bacilos gram-negativos aislados en el laboratorio de microbiologia
de la Clinica Central del Quindio con identificacion presuntiva de Klebsiella
pneumoniae.

Realizar el perfil de resistencia y determinar las concentraciones inhibitorias
minimas de los aislados identificados dentro del genero Klebsiella.

Determinar la presencia de los genes que codifican para porinas OmpK en cada
uno de los aislados de Klebsiella que resulten resistentes.

Extraer y purificar la fraccion celular que contiene las proteinas de la membrana
externa.

Determinar la expresion de porinas en los aislados resistentes de Klebsiella
utilizando patrones de proteinas de peso conocido y una cepa de Klebsiella
completamente sensible como control.

Comparar el perfil de porinas obtenido con los resultados reportados en la
literatura a nivel mundial.

Correlacionar el perfil de porinas con las caracteristicas fenotipicas de resistencia
de las cepas.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepas de bacterias y cultivo

Se utilizaron 37 aislados clinicos de bacilos gram-negativos provistos por el laboratorio de
la Clinica Central del Quindio entre enero y noviembre del 2007, aislados de tracto
respiratorio, heridas quirdrgicas, esputo y muestras orotraqueales, la informacion de los
individuos infectados no estuvo disponible. Las bacterias fueron criopreservadas en 500
pul de medio Luria Base (LB) y 500 pl de glicerol conservandose a -80°C tras el
aislamiento primario. Como control se utilizo la cepa de referencia Klebsiella pneumoniae
ATCC13883 suministrada por el grupo de investigacion en microbiologia de la
Universidad Nacional de Colombia.

5.2. Identificaciéon bioquimica
La identificacion se realizdé por medio de metodologias bioquimicas estandares para las

pruebas de Indol, Citrato Simmons, Voges Proskauer, Triple Azucar Hierro, Urea,
Movilidad, H2S, Gas y Rojo de Metilo (Bagley et al., 1978; Merck, 1994)

5.3. Pruebas de Susceptibilidad

Las pruebas de susceptibilidad se realizaron solo en los aislados clinicos identificados
como Klebsiella sp, y se realizo utilizando el método de sensibilidad por difusion en disco
en medio de cultivo estandar Mueller Hilton, empleando los siguientes antibioticos:
Amikacina (AK), Cefazolina (CZ), Cefalotina (CF), Gentamicina (CN), Cefuroxima (CXM),
Cefotaxima (CTX), Imipenem (IMI), Ciprofloxacina (CIP), Ceftazidima (CAZ), Aztreonam
(ATM), Cloranfenicol (C). El inoculo se preparo a una concentracion de 150 x 10°/ml
segun la escala de Mcfarland Estandar (Biomérieux) y se tomaron 500 pl para realizar la
siembra por extendido masivo sobre las cajas de agar.

Se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los antibiéticos evaluados por
el método de sensibilidad por difusién en disco a las cepas que fueron resistentes minimo
a un antibiético por este método. Se utilizé la técnica de macrodilucion en caldo con los
antibiéticos en estado liofilizado (SIGMA), en medio de cultivo LB con un inoculo de 500l
de bacterias a una turbidez de 150 x 10%/ml en la escala Mcfarland por cada 5 ml de
medio de cultivo enriquecido con las diferentes concentraciones de cada uno de los

antibidticos. Utilizando siempre como control en ambas pruebas la cepa de referencia
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Klebsiella pneumoniae pneumoniae ATCC/13886, y siguiendo las recomendaciones del
NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards, 2006), asi como la

interpretacion de los resultados.

5.4. Extraccion de ADN

La extraccion del ADN cromosomal se llevo a cabo siguiendo el protocolo propuesto por
Van Embden (1998) con algunas modificaciones (Anexo 1).

Para la extraccion del ADN plasmidico, las cepas resistentes fueron cultivadas en medio
liquido LB e incubadas a 37°C por 18 horas. La extraccion se realizo usando el kit Wizard
Plus SV minipreps DNA purification System marca Promega.

El ADN fue visualizado por medio de electroforesis horizontal en geles de agarosa al
1.0% para el ADN cromosomal, y al 0.8% para el plasmidico, teflidos con bromuro de
etidio y corridos a 100 voltios por 40 minutos, y observado bajo un transluminador de luz

ultravioleta. La preservacion del ADN fue a -20°C

5.5. Presenciade los genes OmpK35, OmpK36y OmpK37 por PCR
La amplificacion de los genes se llevo a cabo por medio de La reaccién en cadena de

polimerasa (PCR) para las cepas resistentes con los cebadores propuestos por
Doménech-Sanchez et al.,, (1999) U681 5-CGGTTACGGCCAGTGGGAATA-3’ y L1316
5-GACGCAGACCGAAATCGAACT-3 para los genes OmpK35 de 600 pares de bases, y
OmpK36 de 650 pares de bases. L879 5-CCTGAACGTTGTATTCCCACTG-3'y UP37 5'-
CCAAGCTTGACGGAAAACGTCAA-3 para OmpK37 de 700 pares de bases. La PCR
incluyo 5ul de ADN (alrededor 50 ng/ul), 2. ul Buffer de reaccién 10X, 5.8 ul de agua, 4ul
de dNTPS, 3ul de cada cebador, 2ul de MgCl y 0.2 ul de Taq polimerasa, usando un
termociclador TECHNE TC-512. Los ciclos de amplificacion constaron de 30 ciclos: 1
minuto a 94°C, 1 minuto a 55°C y 1 minuto a 72°C. Se tomaron las precauciones iniciales
gue incluyeron controles negativos (Mezcla de PCR sin ADN) para descartar
contaminacion y asegurar la fidelidad de la reaccion. Los productos amplificados fueron
visualizados por medio de electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1.0% tefidos
con bromuro de etidio y corridos a 100 voltios por 2 horas; el tamafio de los amplificados
fueron estimados comparandolos con los tamafios de los fragmentos del patron de peso

molecular del marcador Hypper ladder Il (2Kb, Bioline Corp.).
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5.6. Extraccion de la fraccion de membrana externay perfil de porinas
Las proteinas de membrana externa (PME) fueron aisladas siguiendo el protocolo de

Carlone et al., (1986) (anexo 2), el cual es especifico para la extraccion de la fraccién
membrana externa en bacterias gram-negativas; después de dejar crecer el cultivo de
bacterias toda la noche. Las muestras de PME extraidas fueron calentadas en bafio
maria y analizadas en electroforesis en gel de Poliacrilamida al 10% denaturante con
SDS (SDS-PAGE) corrido a 60 mA por 3 horas y tefiido con azul brillante de coomassie.
El tamafio de las proteinas fue estimado comparandolos con los tamafios de los
fragmentos del patrén de peso molecular del marcador Broad Range Protein Molecular
Weight Markers (Promega).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacion de especies
La mayoria de especies del genero Klebsiella se caracterizan por presentar colonias

grandes amarillas de consistencia mucosa en placas de aislamiento primario, y sobre
agar MacConkey aparecen como colonias grandes, mucoides y rojas, con pigmento rojo
difusible en el agar circundante, lo que indica fermentacién de la lactosa y producciéon de
acido (Koneman et al., 2006). Sin embargo no todas las especies son mucoides y ciertas
especies de Enterobacter pueden ser muy similares a especies de Klebsiella, por eso es
necesario contar con un patréon especifico para Klebsiella con pruebas bioguimicas.

Entre las enterobacterias, la movilidad nos permite diferenciar el género Klebsiella, que
es negativo, de las restantes que suelen ser moviles y la prueba de Indol es determinativa
para separar Klebsiella pneumoniae de Klebsiella oxytoca, ya que es negativa para K.
pneumoniae y positiva para K. oxytoca. Asi mismo, el genero Klebsiella es positivo para
Citrato Simmons, Triple Azucar Hierro, Urea y Gas, y negativo para H2S, las pruebas de
Rojo de Metilo y Voges Proskauer, aunque estas pruebas pueden variar entre las

especies del genero (tabla 1) (Bagley et al., 1978; Koneman et al., 2006),

De 37 aislados clinicos evaluados por las pruebas bioquimicas estandares (Bagley et al.,
1978; Merck, 1994; Koneman et al., 2006), se identificaron 24 cepas de la especie
Klebsiella pneumoniae (tabla 1, barras gris claro) y cuatro de la especie Klebsiella
oxytoca (tabla 1, barras gris oscuro), las cuales fueron incluidas en el estudio debido a su
importancia clinica (Hogenauer et al.,, 2006; Podschun et al., 2001). Se observaron
diferentes patrones en las reacciones a las pruebas bioguimicas dentro de la misma
especie en Klebsiella pneumoniae, debido a que esta especie comprende tres
subespecies que son K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp.
ozaenae y K. pneumoniae subsp. Rhinoscleromatis, estas tres subespecies no se
pudieron identificar debido a la falta de reactivos especificos para realizar las pruebas
estandares para este patron. Las 9 cepas restantes (tabla 1, barras blancas), fueron
eliminadas del estudio ya que presentaron reacciones bioquimicas caracteristicas de
otros géneros dentro de la familia Enterobacteriaceae como es el genero Enterobacter
(Koneman et al., 2006).
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Tabla 1. Identificacién bioquimica de aislados clinicos mediante pruebas estandares.

Prueba cepas

172 3 4 5 6 7 8 '8 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 3¢ 37
Motilidad - - - - - - = + |8 . - . + + o+ o+ + o+
Citrato + e + + + + + R+ + + + + + + + = + + + + EEE .+ + + + + O+
Urea +Er + + + o+ B+ + O+ o+ * + + B+ + + + + B ¥ + o+ - -
VP - + + + _ + B+ + + - - - B + ¢ - - EE N+ o+
RM + = . -+ - + + + + + + + |= - - " -
Indol e - - - + - + - + - +
TSI +HEE + + + + + B+ F o+ o+ + + + + EER+ + + *F + + + + + ¥ o+
Gas + i + + S sl B + + + < + + - + + £ + + < + L i + + + + + + + + +* + +
H2S = s = o = + = = - = + - + + + + + o+ o+

MOTILIDAD: movilidad; CITRATO: asimilacion de citratos, UREA: asimilacion de urea; VP: prueba
de Voges proskauer; RM: prueba de rojo metilo; INDOL: prueba de indol; TSI: triple azlcar hierro;
GAS: producciéon de dioxido de carbono. H2S: produccién de acido sulfhidrico. Color gris claro:

Klebsiella pneumoniae. Color gris oscuro: Klebsiella oxytoca.

6.2. Pruebas de Susceptibilidad
Por medio de el método de sensibilidad por difusion en disco, se encontré6 9 cepas

resistentes a los diferentes antibidticos evaluados: la cepa 4 presentd resistencia a
Ceftazidima (CAZ), Cefalotina (CF) y Gentamicina (CN); la cepa 6 con resistencia a
Cefazolina (CZ), Cefalotina (CF), y Cloranfenicol (C); la cepa 8 a Cefalotina (CF), y
Cloranfenicol (C); la cepa 9 a Cefazolina (CZ), Cefalotina (CF), Ciprofloxacina (CIP),
Gentamicina (CN), la cepa 12 a Ceftazidima (CAZ), Cefazolina (CZ), Cefotaxima (CTX),
Cefalotina (CF), Cefuroxima (CXM), y Aztreonam (ATM) (Fig. 4) La cepa numero 18
presento una resistencia intermedia a Cefazolina (CZ), Cefalotina (CF), Aztreonam (ATM)
y Gentamicina (CN) y se incluyo en los posteriores andlisis ya que presento cuatro
resistencias, a diferencia de las cepas 2, 5, 8, 12 y 13 que también presentaron
resistencia intermedia, pero solo a uno o dos antibiéticos; la cepa 22 con resistencia solo
a Cloranfenicol (C); la cepa 23 con resistencia a Cefazolina (CZ), Cefotaxima (CTX),
Cefalotina (CF), Cefuroxima (CXM) y Aztreonam (ATM) por ultimo la cepa 28 con
resistencia a Ceftazidima (CAZ), Cefazolina (CZ), Cefotaxima (CTX), Cefalotina (CF),
Cefuroxima (CXM) y Aztreonam (ATM) (Tabla 2).
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Tabla 2. Perfil fenotipico de resistencia de aislados identificados como Klebsiella pneumoniae por
el método de sensibilidad por difusion en disco
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REF

S: Sensible, R: Resistente; I: intermedia, CAZ: ceftazidima, CZ: cefazolina, CTX cefotaxima, AK:
amikacina, CF: cefalotina, CXM: cefuroxima, C: cloranfenicol, IMI: imipenem, ATM: aztreonam,
CIP: ciprofloxacina, CN: gentamicina, REF: cepa de referencia ATCC 13883 como control

negativo. Regién sombreada: cepas que presentaron resistencia.
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Figura 4. Prueba de sensibilidad por difusién de disco para la cepa N° 12 en agar Mueller Hilton.
CAZ ceftazidima, CZ cefazolina, CTX cefotaxima, AK: amikacina, CF: cefalotina, CXM:
cefuroxima, C: cloranfenicol, IMI: imipenem, ATM: aztreonam, CIP: ciprofloxacina, GN:

gentamicina.

La concentracion inhibitoria minima (CIM) observada muestra que las cepas 9, 12, 18, 22,
23 y 28 tienen una resistencia absoluta a la concentracién de cada uno de los antibiéticos
usados (Tabla 3), como se puede observar en la Figura 5 la concentracion inhibitoria
minima para la cepa 12 fue independiente tanto de la concentracion como de la cantidad
de antibiético, observandose un crecimiento a 256 pg/ml para CAZ, CZ, CF, CXMy ATM
y 512 pg/ml para CTX, frente al no crecimiento de la cepa control, lo que indica que la
resistencia en esta cepa es de caracter absoluto. Esto puede estar asociado a varios
factores como son la inadecuada terapia antibacterial y el uso de antibiéticos genéricos,
lo que genera tasas de resistencia cada vez mayores (Tenover, 2006), estos resultados
indican que la emergencia de cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a
antimicrobianos es un problema a la hora de tratar infecciones causadas por ellas
(Bradford, 2001; Martinez et al., 2005; Paterson et al., 2005), en Colombia se han
reportado niveles de resistencia a cefalosporinas hasta del 44% para esta
especie.(Martinez et al., 2005).
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Tabla 3. Concentraciones inhibitorias minimas (ug/mL) de aislados resistentes de Klebsiella
pneumoniae.

Cepa Antibiético

CAZ Cz CTX AK CF CXMm C IMI ATM  CIP CN
4 256 32 4 64 256 32 16 4 16 64 128
6 32 128 4 64 >256 16 256 8 64 32 64
8 64 32 16 64 >256 64 256 4 32 32 64
9 32 >256 64 128 >256 64 8 4 64 >64 >128
12 >256 >256  >512 64 >256  >256 64 4 >256 16 32
18 16 >256 16 32 >256 32 64 4 256 32 >128
22 16 8 4 24 32 64 128 2 64 32 64
23 16 >256  >512 32 >256 >256 8 4 >256 32 64
28 >256  >256 512 32 >256 >256 64 4 >256 32 64
Ref 4 64 <1 32 4 32 32 4 64 32 16

CAZ. ceftazidima, CZ cefazolina, CTX cefotaxima, AK: amikacina, CF: cefalotina, CXM:
cefuroxima, C: cloranfenicol, IMI: imipenem, ATM: aztreonam, CIP: ciprofloxacina, CN:

gentamicina, Ref: cepa de referencia ATCC 13883 como control negativo.

Figura 5. Concentracion inhibitoria minima para la cepa N° 12 en medio LB suplementado con las
maximas concentraciones de cada antibiético. A: CAZ, >256; B: CZ, >256; C: CTX >512; D: CF,
>256; E: CXM, >256; F: ATM, >256.
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En total se encontraron 8 fenotipos diferentes de resistencia en las 9 cepas resistentes, el
fenotipo 3 presenta resistencia a cefalotina y cloranfenicol, y el fenotipo 7 solo presenta
resistencia a cloranfenicol, siendo estos dos fenotipos los que presentan menos
resistencias (Tabla 4).

Tabla 4. Diferentes fenotipos encontrados en las cepas resistentes de Klebsiella

Fenotipo Resistencia
1 CAZ, CF, CN
Cz, CF, C
CF, C
Cz, CF, CIP, CN
CAZ, CZ, CTX, CF, CXM, ATM
Cz, CF, ATM, CN
C
CZ, CTX, CF, CXM, ATM

0 N o o b~ 0N

CAZ ceftazidima, CZ cefazolina, CTX cefotaxima, AK: amikacina, CF: cefalotina, CXM:
cefuroxima, C: cloranfenicol, IMI: imipenem, ATM: aztreonam, CIP: ciprofloxacina, CN:
gentamicina.

6.3. Presenciade los genes OmpK35, OmpK36y OmpK37 por PCR
Los productos generados por la técnica de Reaccién en cadena de la Polimerasa (PCR)

mostraron presencia del gen OmpK36 en las cepas 9, 12, 18, 22, 23 y en la cepa de
referencia ATCC 13883 (Fig. 6), el gen OmpK35 se observo en las cepas 4, 12, 18, 22,
23 y ATCC 13883 (Fig. 7), estos dos genes presentan el tamafio indicado previamente
(Alberti et al., 1999; Doménech-Sanchez et al., 1999; Doménech-Sanchez et al., 2003).
El gen OmpK37 solo ha sido reportado en el estudio de Doménech-Sanchez et al., (1999)
y no se observé en ninguno de los aislados incluidos en este trabajo, sumado a esto, se
ha reportado que la ausencia de la porina OmpK 37 no tiene ninguna relacion con la

resistencia (Kaczmarek et al., 2006).

Siendo OmpK35 un gen de origen cromosomal y OmpK36K de origen plasmidico, el
hecho de que la mayoria de aislados que presentan uno de los genes presentan el otro,
es posible que exista una relacién entre la presencia y la expresion de ambos, sin
embargo este fendbmeno aun no ha sido estudiado.
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Pb 4 6 8 9 12 18 22 23 28 Ref

650 pb

Figura 6. Amplificacion por PCR del gen Figura 7. Amplificacién por PCR del gen
OmpK36 en cepas resistentes de Klebsiella OmpK35 en cepas resistentes de Klebsiella
pneumoniae. Pb: marcador de peso pneumoniae. 4-28. cepas resistentes, Ref:
molecular en pares de bases, 4-28: cepas cepa de referencia ATCC 13883.

resistentes, Ref: cepa de referencia ATCC
13883.

Por otro lado la presencia del gen no indica directamente la expresion de las porinas,
Doumith et al.,(2009) reportan varias mutaciones puntuales y la presencia de secuencias
de insercion que alteran las secuencias codificantes de las porinas 0 mutaciones en la
region promotora, la restauracion de los genes OmpK35 o OmpK36 en aislados de
Klebsiella y OmpC o OmpF en aislados Enterobacter spp. disminuyen considerablemente
las CIM de todos los carbapanemes cuando no se halla evidencia del funcionamiento de
bombas de flujo que contribuyan a la resistencia.

6.4. Perfil de porinas
El andlisis por SDS-PAGE mostro que todos los aislados sensibles expresan Las dos

proteinas porinas OmpK35 y OmpK36, mientras que la mayoria de los aislados
resistentes carecen de una o ambas proteinas (Fig. 8), ademéas los dos aislados
resistentes que expresaron estas proteinas presentan los fenotipos con menos

resistencias (Tabla 5).
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Figura 8. Perfl de PME en SDS-PAGE al 10% de aislados de Klebsiella pneumoniae. kDa:

marcador de peso molecular en Kilodaltones. 4-28: cepas resistentes, Ref. cepa de referencia
ATCC 13883, 13-26: cepas sensibles. OmpK36 correspondiente a un tamafio aproximado de 40

kDa, OmpK35 correspondiente a un tamafio aproximado de 37 kDa

Tabla 5. Perfil de porinas asociado a los perfiles de resistencia en los aislados de resistentes de

Klebsiella.

CEPA OmpK35 OmpK36 Fenotipo de resistencia

4 - - 1 (CAZ, CF, CN)

6 - - 2 (Cz, CF, Q)

8 + + 3 (CF, C)

9 - + 4 (Cz, CF, CIP, CN)

12 - - 5 (CAZ, CZ, CTX, CF, CXM, ATM)
18 - + 6 (CZ, CF, ATM, CN)

22 + + 7(C)

23 - + 8 (CZ, CTX, CF, CXM, ATM)

28 - - 5 (CAZ, CZ, CTX, CF, CXM, ATM)
Ref + + -

Ref. cepa de referencia ATCC 13883 como control negativo. OmpK35/0OmpK36: Presencia de las
Porinas OmpK35/0mpK36. CAZ: ceftazidima, CZ: cefazolina, CTX cefotaxima, AK: amikacina,
CF: cefalotina, CXM: cefuroxima, C: cloranfenicol, IMI: imipenem, ATM: aztreonam, CIP:

ciprofloxacina, CN: gentamicina.

En los aislados 4, 6, 12 y 28 no se observo presencia de ninguna de las dos porinas
evaluadas (OmpK35 y OmpK36), estos aislados tienen resistencia absoluta comun a CF,

la resistencia a CF en los otros aislados se asocio a la ausencia de la OmpK35 aunque
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también de manera absoluta, mientras que el aislado numero 8 presenta expresion de
ambas porinas y resistencia absoluta a CF, lo que sugiere que la resistencia a CF es
independiente de la presencia o ausencia de ambas porinas, estos resultados
concuerdan ademés con el reporte de Melano et al (2003) quien encontré resistencia
absoluta en dos aislados clinicos de Klebsiella pneumoniae con diferente perfil de
porinas. CF es una cefalosporina, y como tal su mecanismo de accion es interferir en la
sintesis de peptidoglucano de la pared celular, su mecanismo de resistencia es la
disminucion en la penetracion a través de la membrana y la produccion de beta-
lactamasas, las cuales en las bacterias gram-negativas estan situadas entre la membrana
celular interna y externa y el lugar de sintesis esta en la parte externa de la membrana
celular interna, siendo su situacion estratégica pues protege de forma méxima dicho
microorganismo (Zamora et al., 1998); sugiriendo que la resistencia en estas cepas es

por modificacion enzimética por beta-lactamasas.

La resistencia absoluta a CAZ (cefalosporina) se observo en los aislados 4, 12 y 28 en
ausencia de ambas porinas. Estos resultados concuerdan con los estudios de Rasheed et
al., (2001), quien reporta que OmpK35 es completamente necesaria para la entrada de
este antibidtico a la célula, mientras que la presencia de OmpK36 disminuye las CIM pero
no hace a la bacteria completamente sensible, concluyendo que la mayor fraccion de
antibiético ingresa por la OmpK35.

Melano et al., (2003) encontré que la ausencia de OmpK35 se asocio también a la
resistencia a CN (aminoglucdsido) igual que los resultados de este estudio para los
aislados 4, 9y 18, esto se ve reflejado en que el mecanismo de accion de CN consiste en
interferir en la sintesis normal de proteinas, originando proteinas no funcionales en
microorganismos susceptibles, y para ejercer su accion deben ingresar en la célula
bacteriana, esto ocurre por un mecanismo de transporte activo, dependiendo del
potencial transmembrana (Barranco, 1998).

La expresion de OmpK35 igualmente esta asociada a la reduccion de las CIM para CTX
(cefalosporina) en este estudio, lo cual contradice lo reportado por Melano et al., (2003),
el cual encontré que la entrada de CTX a la célula no se ve afectada por la ausencia de

alguna de estas dos porinas.
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La resistencia a C se encontrd tanto en el aislado 6 que carece de ambas porinas, asi
como en el aislado 8 y el 22 que expresan ambas porinas, lo cual indica que la entrada
de C es por una via alterna a OmpK35/36, lo que a su vez concuerda con la descripcién
de la resistencia a cloramfenicol propuesta por Bissonnette et al; (1991), la cual se
adjudica Uunicamente a la produccion de acetiltransferasas, que por mono y diacetilacion

evitan la union subsecuente del cloranfenicol a la subunidad ribosomal 50S.

La resistencia a CZ (cefalosporina) se observo en los aislados 6, 12, 18 y 28 en ausencia
de ambas porinas, mientras para los aislados 9 y 23 solo en ausencia de OmpK35,
mientras que en los aislamientos sensibles se observo la presencia de las dos porinas,
CZ tiene su blanco al interior de la pared celular por lo que es de suponer que la
resistencia a este se relaciona a la impermeabilidad de la membrana externa, el mismo
comportamiento se observa en los aislados resistentes a CXM (cefalosporina) sin

embargo no se han reportado estudios que incluyan estos dos antimicrobianos.

La resistencia a ATM también se asocio directamente a la ausencia de OmpK35, ATM es
un antibiético monobactamico, su mecanismo de accién es inhibir la sintesis de la pared
celular de las bacterias Gram-negativas (Rivero et al., 1998), por lo tanto su entrada a la

célula es esencial.

La resistencia a CIP solo se observo en la cepa 9, la cual pertenece a la especie
Klebsiella oxytoca y solo expreso la porina OmpK36, el mecanismo de accién de este
antibiético es inhibir la enzima ADN girasa de una forma que detiene el metabolismo
bacteriano y el mecanismo de resistencia es la disminucion de la permeabilidad de la
membrana celular por reduccién en las porinas de dicha membrana (Cordiés et al., 1998),
si debe entrar a la bacteria, posiblemente lo haga a través de la porina OmpK35 segun lo
sugerido en los resultados obtenidos en este trabajo. La literatura reportada no indica
alguna relaciéon de CIP con las porinas OmpK35 y OmpK36 (Melano et al.,, 2003;
Hernandez-Allés et al., 2000; Kaczmarek et al., 2006).

El IMI es un carbapenem, su mecanismo de accion es inhibir la sintesis de la pared
bacteriana, especialmente el peptidoglicano en varias bacterias gram-negativas (Rivero et
al., 1998), por lo tanto es necesaria su entrada a la pared celular. Se han reportado datos

gue muestran una relaciéon en la deficiencia de porinas con los aumentos en las CIM o
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resistencias absolutas para IMI (Padilla et al., 2006; Lee et al., 2007; Kim et al., 2007,
Kaczmarek et al.,, 2006; Skopkova-Zarnayova et al., 2005; Melano et al., 2003), sin
embargo en este trabajo no se encontré ningun aislamiento resistente a imipenem lo cual
se explica posiblemente por entradas alternativas a OmpK35/36 hacia el interior de la
bacteria, y por el hecho de ser una opcién terapéutica restringida, lo que disminuye los

indices de exposicion (Cordiés et al., 1999).

El mecanismo de accién de AK, es unirse irreversiblemente a la subunidad 30S ribosomal
de las bacterias inhibiendo la sintesis de proteinas, se conoce que este antibiético entra a
la célula por medio de un transporte pasivo a traves de las porinas de la pared celulares
(Edson et al., 1999), pero debido a que todas las cepas fueron sensibles a este antibiético
y no todas las cepas expresaron las porinas OmpK35 y OmpK36, sugiere que estas
proteinas no son necesarias para la entrada de AK, y que tal vez entra por una via
alterna. Este antibidtico es el unico aminoglucosido evaluado en este trabajo, y no se han
reportados datos asociados a las porinas OmpK35y OmpK36.
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7. CONCLUSIONES

De 37 aislados con identificacion presuntiva de Klebsiella pneumoniae, 10.8% fueron
identificadas como Klebsiella oxytoca, 64.8% como Klebsiella pneumoniae y 24.3% no
pertenecieron realmente al género Klebsiella.

Los perfiles de sensibilidad por el método de difusion en disco coincidieron con las
concentraciones inhibitorias minimas, y se identificaron ocho fenotipos diferentes de
resistencia.

Todos los aislados sensibles analizados por SDS-PAGE, presentaron las porinas
OmpK35 y OmpK36 vy los aislados resistentes que expresaron las dos porinas son los
gue presentan el menor nimero de resistencias a los antimicrobianos.

Se observo relacion directa entre la ausencia de expresion de OmpK35 y la resistencia a
ceftazidima, cefazolina, cefuroxima, cefotaxima, aztreonam, ciprofloxacina y gentamicina,
OmpK36 no influyo en las resistencias encontradas ni en decrecimientos de las
concentraciones inhibitorias minimas.

El Unico aislado resistente a ciprofloxacina fue de la especie Klebsiella oxytoca y no se

hall6 resistencia alguna a amikacina e imipenem.

Este es el primer informe en Colombia en el que se caracterizan molecularmente aislados
klebsiella por expresion de porinas y su asociacion a la resistencia a antimicrobiales. La
importancia de este estudio radica en la relacion existente en la expresion de porinas y la
resistencia a antimicrobianos.
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8. RECOMENDACIONES

Se recomienda el uso de inhibidores de enzimas y bombas para observar el

comportamiento de la expresion de porinas

Asociar los perfiles de porinas de los aislados con sus estudios epidemiolégicos para

observar el comportamiento de las porinas en poblaciones.

Incluir un nimero mayor de aislados para aplicar métodos estadisticos para contar con
resultados cuantitativos y determinar su significancia.
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10. ANEXOS

10.1. Anexo 1. Aislamiento del ADN gendmico.

1.

Cultivar en caldo LB la especie de Klebsiella de interés e incubar a 37°C y dejar
toda la noche, obteniendo una turbidez del medio para obtener una adecuada
cantidad de colonias.

Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C para concentrar las colonias en
el fondo del tubo.

Calentar durante 20 minutos a 80°C por ebullicion para inactivar las bacterias,

luego enfriar a temperatura ambiente.

Adicionar 50 pl de de lisozima de 10 mg/ml, mezclar mecanicamente e incubar a
37°C toda la noche.

Adicionar 80 pl de la mezcla SDS 10% / Proteinasa K (70 yl y 10 p

respectivamente), mezclar manualmente e incubar 10 min. a 65°C.
Adicionar 100 ul de NaCl 5M.

Adicionar 100 pl de solucion CTAB/NaCl, la cual debe ser precalentada a 65°C
durante 10 minutos. Mezclar manualmente hasta que el liquido sea blanco.
Incubar 10 min. a 65°C.

Adicionar un volumen (alrededor de 750 pl) de cloroformo/alcohol isoamilico
(24:1), mezclar por inversion minimo durante 10 seg., y centrifugar a temperatura

ambiente por 10 min. a 12000 g. Transferir la fase acuosa a otro vial.

Afadir cuidadosamente 0.6 volimenes (~450 pl) de isopropanol para precipitar los
acidos nucleicos. Mezclar por inversion. Mirar el tamafio del precipitado y estimar
la cantidad de buffer TE 1x dentro del cual se disolveréa el ADN en el paso 18.

10. Incubar 60 min. a —20°C.

11. Centrifugar 15 min., 4°C a 12000 g.

12. Transferir el sobrenadante a otro vial.
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13. Adicionar al pellet 1 ml de etanol al 70% y mezclar por inversion.
14. Centrifugar 15 min. a 4°C. Descartar el sobrenadante.

15. Repetir los pasos 14 y 15.

16. Dejar secar el pellet a temperatura ambiente.

17. Resuspender el pellet en la cantidad estimada de buffer TE 1x estimada en el

paso 10 (=50 pl). ElI ADN puede ser almacenado a 4°C si es necesatrio.

10.2. Anexo 2. Extraccién de proteinas de membrana externa.

Suspender el pellet celular en 1 mlde buffer HEPES 10 mM (pH 7.4), y mantenerlo en
hielo un momento.

1. Sonicar (6 estallidos, 10 segundos cada un a 40W)

2. Las células rotas y los escombros son removidos por centrifugacion a 156009 x 2
min a 4°C.

3. Transferir el sobrenadante a un tubo de 1.5 ml, y centrifugar la membrana celular
por centrifugacion a 15600g x 30 min a 4°C.

4. Descartar el sobrenadante y suspender el pellet (membrana celular) en 0.2 ml de
buffer HEPES 10 mM (pH 7.4) por pipeteado repetido.

5. Solubilizar la membrana citoplasmatica por adicion de un volumen igual de
Sarkosyl (N-lauroyl sarcosinato de sodio) al 2% en HEPES 10 mM (pH 7.4).
Incubar a temperatura por 30 min con mezcla intermitente.

Sedimentar la membrana externa por centrifugacién (como se ha descrito antes).

8. Descartar el sobrenadante, lavar una vez el pellet (membrana externa) sin
resuspender, con 0.5 mlde HEPES 10 mM.

9. Suspender el pellet (membrana externa) en 50 a 100 pl de buffer HEPES 10 mM.
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