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Resumen 

Klebsiella pneumoniae (Kp) es una bacteria oportunista asociada a infecciones intrahospitalarias 

graves, como neumonías, infecciones del tracto urinario, bacteriemias y heridas quirúrgicas. En 

los últimos años, su capacidad para adquirir diversos mecanismos de resistencia a los antibióticos, 

incluyendo la producción de carbapenemasas, la ha convertido en una de las principales amenazas 

para la salud pública a nivel global. El surgimiento cada vez más frecuente de aislamientos pan-

resistentes sumado con su habilidad de formación de biofilm, que dificulta los tratamientos con 

antibióticos, refuerzan la urgencia de desarrollar estrategias de vigilancia epidemiológica y la 

búsqueda de terapias alternativas o complementarias.  

En este contexto, la presente tesis tuvo como objetivo contribuir al entendimiento de la resistencia 

antimicrobiana en Kp multirresistente y vías de diseminación de la misma, así como evaluar el 

potencial antibiofilm de distintos compuestos. Con este fin, se analizaron dos grupos de 

aislamientos clínicos de Kp: el primero representado por dos co-aislamientos pertenecientes a un 

brote de Kp productora de carbapenemasa tipo KPC (Kp-KPC) del año 2011, obtenidos 

simultáneamente de la herida quirúrgica de un paciente trasplantado; y el segundo por cinco 

aislamientos de Kp productores de metalocarbapenemasa tipo NDM (Kp-NDM) y resistentes a 

colistina, recolectados en 2023. Todos los aislamientos fueron caracterizados fenotípicamente, 

basado en el perfil de resistencia a antibióticos y en la capacidad de producción de biofilm. 

Además, los dos aislamientos Kp-KPC y 3 de los 5 aislamientos Kp-NDM fueron seleccionados 

para análisis genotípico mediante técnicas de secuenciación masiva para la identificación de genes 

de resistencia y el análisis de las plataformas genéticas involucradas. Por otro lado, se evaluaron 

el polipéptido colistina y varios complejos metálicos sintetizados localmente por la cátedra de 

Inorgánica de Facultad de Química, como potenciales agentes antibiofilm.  

Todos los aislamientos presentaron un alto número de genes de resistencia a diferentes clases de 

antibióticos. Los aislamientos de Kp-KPC productores de KPC-2 (54-1 y 54-2) pertenecieron al 

secuenciotipo ST437 y fueron sensibles a la colistina. Los aislamientos de Kp-NDM revelaron la 

presencia de NDM-5, una variante recientemente reportada en nuestro país, y pertenecieron al 

secuenciotipo ST307, un clon epidémico de alto riesgo introducido hace poco en la región. 

Además, presentaron valores de concentración inhibitoria mínima a la colistina entre 16 y 64 

μg/mL. 
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Basado en el cgMLST y en la diferencia en el número de SNPs se observó que los aislamientos de 

Kp-KPC (54-1 y 54-2) pertenecieron al mismo clon (diferencia de 6 SNPs), mientras que los 

aislamientos de Kp-NDM pertenecieron a dos clones distintos (distinto valor de cgMLST y 

diferencia de 70 SNPs).  

El gen blaKPC-2 se localizó en un plásmido IncN formando parte de un transposón Tn4401. Los 

plásmidos IncN compartieron un alto porcentaje de homología, y su composición denotaba una 

estructura simple con blaKPC-2 como único gen de resistencia. A diferencia de este, el gen blaNDM-

5 fue encontrado en plásmidos multireplicones IncR/incN e IncFIB/IncFII de 48 y 230 kb 

respectivamente. En todos los casos el entorno genético de blaNDM-5 fue similar (ΔISA-

ba125/blaNDM-5/bleMBL/trpF/dsbD) y se encontró formando parte de una región multirresistente 

de aproximadamente 20 Kb compuesta por múltiples secuencias móviles (Iss, Tn, integron) y 

genes de resistencia a diferentes clases de antibióticos. Dos de los tres aislamientos Kp-NDM 

tuvieron dos copias de blaNDM-5 en distintos plásmidos. 

Dos de los aislamientos estudiados, revelaron la presencia de la β-lactamasa de espectro extendido 

CTX-M-15. El gen blaCTX-M-15 que codifica para dicha enzima se localizó en plásmidos con distinto 

grupo de incompatibilidad: IncFIB, IncHI2/ IncHI2A/RepA y IncFIB/IncFII, formando parte de 

regiones multirresistentes de 20Kb con alto contenido de elementos genéticos móviles. El entorno 

genético de este gen fue conservado en todos los casos, con la organización típica ISEcp1/blaCTX-

M-15/wbuC/tnpA. En uno de los aislamientos, se identificaron 3 copias de blaCTX-M-15, ubicadas en 

plásmidos diferentes. En uno de ellos, se observó un evento de intercambio genético, donde 

blaNDM-5 fue sustituido por blaCTX-M-15, evidenciando la plasticidad de estos genes. 

Los plásmidos multirresistentes codificantes de blaNDM-5 o blaCTX-M-15 albergan un alto número de 

genes de resistencia, lo que implica que su transferencia está asociada a la co-transferencia de 

múltiples genes de resistencia de importancia clínica, facilitando la diseminación de la misma y 

dando lugar al origen de aislamientos multirresistentes. Además, la capacidad de NDM-5 y CTX-

M-5 de integrarse en plásmidos con múltiples orígenes de replicación pone de manifiesto las 

estrategias de diseminación que facilitan su persistencia en los clones epidémicos de alto riego y 

contribuyen a su éxito en los entornos hospitalarios. 

Todos los aislamientos mostraron capacidad para formar biofilm, siendo catalogados como 

moderados o fuertes productores. Por otro lado, se evaluó la capacidad de distintos compuestos 

para inhibir y/o erradicar el biofilm de Kp. La colistina fue capaz de inhibir la formación de biofilm 
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a concentraciones sub inhibitorias, mostrando una mayor efectividad en los aislamientos 

resistentes a este antibiótico. Se encontró que algunos complejos metálicos presentaron una 

actividad antibiofilm significativa. Entre ellos, las sulfonamidas de plata mostraron los mejores 

resultados tanto en la inhibición como en la erradicación del biofilm, abriendo nuevas 

posibilidades en la búsqueda de estrategias terapéuticas complementarias.  

Esta tesis integra el análisis genómico y fenotípico para aportar conocimiento sobre la resistencia 

y diseminación de Kp multirresistente en Uruguay, destacando la emergencia del clon de alto riego 

ST307 y la detección por primera vez de la metalo-β-lactamasa NDM-5 en nuestro país. Asimismo, 

este trabajo ofrece una aproximación preliminar al uso de nuevos compuestos metálicos como 

potenciales agentes antibiofilm. 
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Introducción 

1. Klebsiella pneumoniae en entornos clínicos  

Klebsiella pneumoniae (Kp) es un bacilo gramnegativo perteneciente a la familia 

Enterobacteriaceae orden Enterobacterales, ampliamente reconocido como un patógeno 

oportunista en infecciones intrahospitalarias. 

Kp forma parte de la microbiota intestinal normal de los humanos, animales domésticos y de 

producción (bovinos, porcinos, aves, caballos, perros, gatos), y puede encontrarse también en el 

medio ambiente, habitando el agua y los suelos (Navon-Venezia et al., 2017) (Brisse et al., 2006). 

Sin embargo, bajo ciertas condiciones, Kp puede adquirir factores de virulencia y mecanismos de 

resistencia a los antibióticos que le permiten causar infecciones graves y de difícil tratamiento, 

especialmente neumonía asociada a ventilación mecánica, infecciones del tracto urinario 

complicadas, bacteriemia, infecciones de heridas y abscesos hepáticos. Esto hace que sea de gran 

relevancia como patógeno en las áreas de cuidado intensivos, y en pacientes inmunodeprimidos  

(Paczosa & Mecsas, 2016).  

La importancia de Kp en el ambiente hospitalario se ha visto aumentada en los últimos años debido 

a su capacidad para adquirir y diseminar genes de resistencia a los antibióticos. Naturalmente Kp 

contiene en su ADN cromosomal el gen codificante de la enzima β-lactamasa SHV-1, la cual le 

confiere resistencia a la ampicilina, ticarcilina y piperacilina, por lo tanto, este perfil de resistencia 

corresponde al fenotipo salvaje de Kp (Paterson et al., 2003). Con el uso y abuso de los antibióticos 

β-lactámicos, han ido apareciendo de forma progresiva β-lactamasas con espectros hidrolíticos 

cada vez más amplios, como las β-lactamasas de espectro extendido (BLEE), y las carbapenemasas 

(Livermore, 2012) (Bradford, 2001). Además, las bacterias que albergan genes de carbapenemasa 

suelen ser también resistentes a otros antibióticos, lo cual contribuye a un aumento de las tasas de 

morbilidad y mortalidad de los pacientes infectados (Qureshi et al., 2012) (Gasink et al., 2009). 

Esto ha dado lugar al surgimiento de cepas de Kp resistente a múltiples drogas de gran importancia 

a nivel mundial, siendo catalogadas como multidroga resistentes (MDR) aquellas cepas con 

resistencia  adquirida a al menos un agente en tres o más categorías de antimicrobianos; 

extensamente resistente (XDR) a cepas resistentes a al menos un agente en todas, excepto en dos 

o menos, categorías de antimicrobianos (es decir, los aislamientos bacterianos permanecen 
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susceptibles únicamente a una o dos categorías); y pan resistentes (PDR) definido como cepas 

resistentes a todos los agentes en todas las categorías de antimicrobianos (Magiorakos et al., 2012). 

En particular, la aparición de aislamientos productores de carbapenemasas, como KPC (Klebsiella 

pneumoniae carbapenemasa) y NDM (Nueva Delhi metalo-β-lactamasa), ha generado un gran 

desafío clínico, limitando las opciones terapéuticas (Wyres & Holt, 2016). La tigeciclina, los 

aminoglucósidos y las polimixinas (polimixina B y colistina) son actualmente las mejores opciones 

de tratamiento para las cepas productoras de carbapenemasas (Hirsch & Tam, 2010). La facilidad 

con que se transmite este microrganismo ha llevado a la aparición de brotes intrahospitalarios con 

mayor frecuencia, teniéndose que implementar medidas de control y de vigilancia epidemiológica 

(Martin & Bachman, 2018).  

La capacidad de Kp para sobrevivir en entornos hospitalarios también se ve favorecida por su 

resistencia a la desecación y a su capacidad de formar biofilms, provocando infecciones 

persistentes y difíciles de erradicar (Shon et al., 2013). Estos factores han llevado a que los 

Enterobacterales productores de carbapenemasa sean incluidas en la lista de patógenos prioritarios 

de la OMS, donde están clasificados como patógenos de prioridad crítica. Convirtiéndose en uno 

de los principales objetivos en la investigación sobre resistencia antimicrobiana y en el desarrollo 

de nuevas medidas de tratamiento y prevención (World Health Organization, 2024). 

2. Resistencia a los antibióticos en Klebsiella pneumoniae 

Kp es uno de los patógenos más relevantes en los entornos hospitalarios debido a su gran capacidad 

para desarrollar y acumular mecanismos de resistencia a múltiples clases de antibióticos. Su 

evolución hacia fenotipos multirresistentes se debe a la adquisición de genes de resistencia a través 

de elementos genéticos móviles como plásmidos, transposones e integrones. Hasta el momento se 

han documentado cepas de Kp resistentes a β-lactámicos, aminoglucósidos, fluoroquinolonas y 

colistina, lo que ha limitado significativamente las opciones terapéuticas (Pitout et al., 2015).  

2.1 β-lactámicos  

Los β-lactámicos son antibióticos que actúan inhibiendo la síntesis de la pared bacteriana y se 

definen químicamente por la presencia de un anillo β-lactámico en su estructura química. Los β-
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lactámicos constituyen una familia extensa de antibióticos que tienen la característica de tener baja 

toxicidad, ser bien tolerados, y ofrecer múltiples vías de administración (Suárez & Gudiol, 2009).  

Los distintos ligandos que se unen a los anillos lactámicos determina las propiedades 

antibacterianas de los compuestos y resultan en diferentes grupos de antibióticos β-lactámicos: 

penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamas e inhibidores de las β-lactamasas. 

Pequeñas modificaciones de la estructura química llevan a las variantes dentro de cada grupo, 

teniendo como resultados diferencias en el espectro de acción, en la afinidad por los receptores 

celulares, y en la resistencia a las enzimas β-lactamasas (García et al., 1999). 

Los β-lactámicos actúan interrumpiendo la formación de la pared celular bacteriana, mediante la 

inhibición de la transpeptidación, último paso para a la formación del peptidoglicano, una molécula 

clave en la estructura de la pared celular de las bacterias gram negativa y gram positivas. El anillo 

β-lactámico presenta una similitud estructural con las proteínas de unión a la penicilina (PBP), 

cuya función es catalizar la reacción de entrecruzamiento de los peptidoglicanos. La unión 

covalente del antibiótico con las PBP provoca la acumulación de precursores del peptidoglicano 

sin entrecruzar, debilitando la pared celular. Como resultado, las bacterias se vuelven susceptibles 

a la presión osmótica, lo que conduce a la lisis celular y muerte bacteriana (Latorre-Barragan et 

al., 2019). Además de inhibir la síntesis de la pared bacteriana, los β-lactámicos también pueden 

activar autolisinas, que ayudan a degradar el peptidoglicano acelerando la destrucción celular 

(Marín & Gudiol, 2003).  

Con el uso de los β-lactámicos, las bacterias fueron desarrollando mecanismos de resistencia que 

le permiten sobrevivir en presencia del antibiótico. En las bacterias Gram negativas el mecanismo 

de resistencia por excelencia a los β-lactámicos es la producción β-lactamasas, enzimas que son 

capaces de hidrolizar el anillo β-lactámico. Otros mecanismos incluyen la producción de bombas 

de eflujo y la alteración de la permeabilidad mediante la reducción y/o ausencia de porinas, 

impidiendo el acceso del antibiótico a la bacteria (Gómez et al., 2015).  

Las β-lactamasas constituyen un grupo diverso de enzimas hidrolíticas que tiene diferente espectro 

de acción y se las ha clasificado según su estructura, su capacidad hidrolítica, y espectro de 

inhibidores, siendo las clasificaciones de Ambler y Bush-Jacoby-Medeiros las más usadas en la 

actualidad (Perez et al., 2007). 

Las β-lactamasas de amplio espectro pertenecen al grupo 2b y solo actúan frente a penicilinas y 

cefalosporinas de espectro reducido. Una de las mayores preocupaciones clínicas en los 
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enterobacterales es la adquisición de β-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y 

carbapenemasas (Nordmann et al., 2009). Las BLEE son enzimas que se caracterizan por ser 

capaces de hidrolizar cefalosporinas de tercera y cuarta generación, así como los monobactámicos. 

Sin embargo, suelen ser inhibidas por ácido clavulánico, tazobactam y sulbactam. Estas enzimas 

son principalmente variantes de las familias TEM, SHV y CTX-M (Pitout & Laupland, 2008).  

Las carbapenemasas son β-lactamasas con capacidad de hidrolizar los carbapenémicos (imipenem, 

meropenem, doripenem y ertapenem) y la mayoría tienen también capacidad de hidrolizar en cierto 

grado las cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generación. Estas enzimas se 

clasifican según la clasificación molecular de Ambler en tres grupos principales: clase A, clase B 

y clase D, basado en su estructura molecular, mecanismo de acción y espectro de inhibidores 

(Ambler, 1980).  

Las carbapenemasas de clase A son β-lactamasas que utilizan una serina en su sitio activo. Dentro 

de este grupo, las más relevante es la enzima KPC, que tiene la característica de ser inhibida por 

los inhibidores de β-lactamasas como avibactam y relebactam (Kazmierczak et al., 2016). El 

primer informe de la carbapenemasa tipo KPC tuvo lugar en 1996, en Carolina del Norte, donde 

se encontró en un aislamiento de Kp que le dio su nombre, desde entonces, se han identificado 

aislamientos de Kp y de otras enterobacterias productores de KPC en Europa, Asia, Medio Oriente, 

América Central y del Sur, África y Oceanía. (Escandón-Vargas et al., 2017) (L. Chen et al., 2012). 

Las carbapenemasas de clase B, también denominadas metalo-β-lactamasas (MBL), contienen 

iones de zinc en su sitio activo. Algunas de las más diseminadas en ámbito clínico son NDM 

(Nueva Delhi metalo-β-lactamasa), VIM (Verona integron-encoded metallo-β-lactamase) e IMP 

(Imipenemase metallo-β-lactamase). Estas enzimas no son inhibidas por los inhibidores de β-

lactamasas convencionales, sin embargo, pueden ser inhibidas por agentes quelantes del zinc como 

el EDTA (Mojica et al., 2022). 

Finalmente, las carbapenemasas de clase D, pertenecientes a la familia de las oxacilinasas (OXA), 

presentan un mecanismo de hidrólisis basado en la serina en su sitio activo, pero con una menor 

afinidad por los carbapenémicos en comparación con las clases A y B. La enzima más relevante 

dentro de este grupo es OXA-48 y sus variantes, que han sido responsables de brotes hospitalarios 

en múltiples regiones del mundo. Aunque estas carbapenemasas presentan una actividad más débil 

sobre los carbapenémicos en comparación con KPC o NDM, su presencia combinada con otras β-

lactamasas o con la pérdida de porinas puede generar altos niveles de resistencia. Las 
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carbapenemasa de clase D no son inhibidas por los inhibidores de β-lactamasas convencionales ni 

por los agentes quelantes, por lo que su identificación fenotípica suele ser un desafío. (Poirel et al., 

2012). 

Los inhibidores de β-lactamasa son un grupo de moléculas que tienen capacidad para inactivar las 

β-lactamasas y se administran en combinación con un β-lactámico, de modo que el inhibidor 

bloquea la enzima y restaura la eficacia del antibiótico asociado (Acevedo Cepeda et al., 2021).  

El mecanismo de acción de estos inhibidores varía según su estructura química. Los inhibidores 

clásicos como el ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam actúan como “inhibidores suicidas”, 

se unen de forma irreversible al sitio activo de la β-lactamasa formando un complejo acil-enzima 

que inactiva la enzima. Estos inhibidores tienen buena actividad contra las β-lactamasas de 

espectro extendido, pero son ineficaces frente a carbapenemasas. Por lo que se usan con frecuencia 

en combinación con antibióticos como amoxicilina, ampicilina o piperacilina (Rodríguez-Baño et 

al., 2018). Los Inhibidores no β-lactámicos como el avibactam y el relebactam se unen de manera 

reversible a las β-lactamasas, inhibiendo su actividad sin ser destruidos en el proceso, lo que les 

confiere una mayor estabilidad y un espectro de acción más amplio. Además de inactivar las 

BLEE, estos inhibidores son eficaces contra las carbapenemasas de clase A y algunas oxacilinasas, 

y se los usa en combinación con ceftazidima y meropenem respectivamente (Takemoto et al., 

2024) (Boattini et al., 2025). 

2.2 Aminoglucósidos 

Los aminoglucósidos, como la gentamicina, la amicacina y la tobramicina, son antibióticos 

bactericidas que ejercen su efecto inhibiendo la síntesis de proteínas al unirse a la subunidad 

ribosomal 30S. Kp ha desarrollado resistencia a estos antibióticos principalmente a través de la 

adquisición de genes que codifican enzimas modificadoras de aminoglucósidos (EMA), las cuales 

inactivan el antibiótico antes de que pueda ejercer su efecto. Otros mecanismos de resistencia son 

las mutaciones en la subunidad 30S del ribosoma, dando lugar a una menor afinidad del antibiótico 

por su diana, las alteraciones en las porinas que disminuyen la permeabilidad de la pared bacteriana 

y las bombas de eflujo que expulsan el antibiótico fuera de la célula (Lepe & Martínez-Martínez, 

2022). Los EMA son principalmente acetiltransferasas (AAC), adeniltransferasas (ANT) y 

fosfotransferasas (APH) y por lo general suelen estar localizados en plásmidos. En Kp los genes 
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de resistencia más frecuentes son aac(6')-Ib, aac(3)-IIa, ant(2")-Ia y aph(3')-VIa y aadA (González 

& Nieves, 2016). 

Por otro lado, los genes plasmídicos armA y rmtB, actúan como metiltransferasas del ARN 

ribosomal 16S modificando el sitio de unión al ribosoma, confiriendo resistencia de alto nivel a 

todos los aminoglucósidos. Su presencia en cepas de Kp ha sido reportada con gran frecuencia 

(Galimand et al., 2003) (Doi et al., 2016). 

2.3 Fluoroquinolonas 

Las fluoroquinolonas, como la ciprofloxacina y la levofloxacina, inhiben la ADN girasa y la 

topoisomerasa IV, interrumpiendo la replicación del ADN bacteriano. La resistencia en Kp se debe 

a mutaciones cromosómicas y a la adquisición de genes plasmídicos. 

Las principales mutaciones afectan los genes gyrA y parC, que codifican la ADN girasa y la 

topoisomerasa IV, respectivamente. Mutaciones específicas, como S83L y D87N en gyrA, o S80I 

y E84V en parC, reducen la afinidad de las fluoroquinolonas por sus dianas, disminuyendo su 

efectividad (Bagel et al., 1999). Por otro lado, la sobreexpresión de bombas de eflujo, como las 

codificadas por oqxA y oqxB, expulsa activamente el antibiótico fuera de la célula. Estos genes 

pueden estar localizados en el cromosoma o encontrarse en plásmidos (Amereh et al., 2023). 

Adicionalmente, la presencia de proteínas protectoras del ADN, como QnrA, QnrB y QnrS, 

interfiere con la unión de las fluoroquinolonas a sus blancos terapéuticos, disminuyendo su efecto 

bactericida. Los genes qnr son de origen plasmídico y se ha visto que confieren bajos niveles de 

resistencia a estos antibióticos (Jacoby et al., 2006). Además, el gen plasmídico aac(6')-Ib-cr 

confiere resistencia tanto a aminoglucósidos como a las fluoroquinolonas, en particular, 

ciprofloxacina y norfloxacina. La enzima acetiltransferasa que codifica dicho gen es capaz de 

modificar tanto a los aminoglucósidos como a las fluoroquinolonas, lo que confiere bajos niveles 

de resistencia a ambas familias de antibióticos (Gharbi et al., 2023). Se ha descrito la resistencia a 

fluoroquinolonas puede aumentar significativamente cuando los genes qnr y aac(6')-Ib-cr están 

presentes simultáneamente, ejerciendo un efecto sinérgico (Eftekhar & Seyedpour, 2015). 

2.4 Polimixinas 

Las polimixinas, principalmente colistina y polimixina B, son drogas que se utilizan en la clínica 

como último recurso para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias multirresistentes. 
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La falta de antibióticos efectivos contra estas bacterias ha llevado a la necesidad de revivir viejos 

antibióticos tales como las polimixinas, que dado sus efectos nefrotóxicos y su estrecho margen 

terapéutico habían quedado en desuso (Nang et al., 2019). De forma inevitable, su reintroducción 

en la clínica ha causado el aumento del reporte de resistencia en bacterias gram negativas.  La 

colistina (polimixina E) es la droga disponible actualmente en nuestro país (Medina, 2017). Se 

trata de un polipéptido catiónico que actúa alterando la permeabilidad de la pared bacteriana de 

los Gram negativos mediante la interacción electrostática con el grupo fosfato del lípido A del 

lipopolisacárido (LPS) (Janssen et al., 2020). La resistencia a colistina se da mediante la adición 

de moléculas con cargas positivas como ser 4-amino-4-deoxi-L-arabinosa (L-Ara4N) y 

fosfoetanolamina (pEtN) al lípido A. Estos grupos disminuyen la carga negativa haciendo 

ineficiente la interacción electrostática e impidiendo la acción de la colistina (Uzairue et al., 2022). 

Estas modificaciones en el lípido A pueden ser originadas por mutaciones puntuales en genes 

cromosómicos o por la acción del gen plasmídico de resistencia a colistina mcr (mobilized colistin 

resistance). En Kp las mutaciones en genes cromosómicos involucran a los sistemas de dos 

componentes PhoPQ y PmrAB y a su regulador MgrB (Poirel et al., 2015). La inactivación del gen 

mgrB lleva a la sobreexpresión de los sistemas PhoPQ y PmrAB, que termina en última instancia 

favoreciendo la adición de los grupos catiónicos al LPS.  Una gran variedad de mutaciones 

puntuales, así como inserciones y deleciones se han reportado en estos genes como causa 

resistencia a colistina (Poirel et al., 2017). Por otro lado, el descubrimiento en 2015 del gen de 

resistencia plasmídico mcr ha sido de gran preocupación a nivel mundial, dada la posibilidad de 

transferencia horizontal de resistencia a colistina (Liu et al., 2016). El gen mcr codifica para una 

fosfoetanolamina transferasa que adiciona pEtN al LPS. Desde su descubrimiento se han reportado 

10 variantes de mcr en diversos tipos de plásmidos, como IncI2, IncHI2, IncX4, IncFII y ColE, la 

mayoría en bacterias Gram negativas de origen animal (Wang et al., 2020). 

En suma, la capacidad de Kp para adquirir determinantes de resistencia a diferentes familias de 

antibióticos ha contribuido a la emergencia y propagación de cepas multirresistentes e incluso 

panresistentes en entornos hospitalarios. La transmisión de estos mecanismos de resistencia ocurre 

principalmente a través de plásmidos conjugativos, lo que facilita la diseminación de genes de 

resistencia entre diferentes cepas de Kp y otras especies bacterianas (Carattoli, 2013). Además, la 

localización de múltiples genes de resistencia en un mismo plásmido favorece su cotransferencia, 
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lo que potencia la diseminación simultánea de resistencia a diferentes clases de antibióticos en un 

solo evento de transferencia genética.  

3. Diseminación de plásmidos multirresistentes codificantes de 

carbapenemasas 

La diseminación de los genes de carbapenemasa ocurre principalmente a través de plásmidos, 

elementos genéticos móviles de transferencia horizontal. Los genes de carbapenemasa están 

frecuentemente asociados a elementos genéticos como transposones, integrones y secuencias de 

inserción, localizados en plásmidos conjugativos, lo que facilita su integración y propagación en 

diferentes contextos genéticos (Partridge et al., 2018).  Los plásmidos que portan genes de 

carbapenemasa suelen ser de gran tamaño y pertenecen a diversos grupos de incompatibilidad 

(Inc), siendo los más frecuentes IncF, IncN, IncL/M e IncX. Por otro lado, la pertenencia de 

múltiples grupos de Inc en estos plásmidos permite la coexistencia con otros plásmidos en la 

misma célula bacteriana y aumenta la carga genética de resistencia (Rozwandowicz et al., 2018). 

Los plásmidos que portan estos genes de carbapenemasa también codifican para genes de 

resistencia a otros antibióticos como ser aminoglucósidos, fluoroquinolonas y sulfonamidas, 

generando plásmidos multirresistentes con el potencial de co-transferir resistencia a múltiples 

antibióticos (Wyres et al., 2020).  

Los tipos de plásmidos que contienen el gen blaKPC en aislamientos de Kp, pertenecen a diferentes 

grupos de incompatibilidad tales como IncF, Incl2, IncX, IncA/C, IncR, IncL/M y ColE1, siendo 

el grupo de incompatibilidad IncF, el predominante (Andrade et al., 2011). Las enzimas KPC 

comprenden 264 variantes de las cuales KPC-2 y KPC-3 son las más reportadas (Nordmann et al., 

2009) (Naas et al., 2017). Los genes blaKPC que codifican para estas enzimas suelen ser parte de 

un transposón Tn4401 (Doumith et al., 2017). 

Los plásmidos que portan blaNDM–1 varían entre 30-300 kb, y existen en diferentes grupos de 

incompatibilidad: IncA/C, IncL/M, and IncR (Gamal et al., 2016) (Carattoli, 2009).  Hasta la fecha 

se han reportado 84 subtipos de NDM(Naas et al., 2017), siendo NDM-1 la más prevalente a nivel 

mundial. NDM-1 está ampliamente distribuida en las Enterobacterias y otras bacterias Gram 

negativas (Wu et al., 2019). El gen blaNDM–1 casi siempre se encuentra asociado con diversas 

secuencias de inserción, lo que contribuye a su rápida diseminación (Loh et al., 2020). Se cree que 

el origen de blaNDM proviene del cromosoma de Acinetobacter baumannii y que en un principio 
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estaba flanqueado por secuencias ISAba125 a ambos lados, dando lugar al transposón Tn125 

(Poirel, et al., 2012). Los múltiples eventos de movilización hicieron que el gen blaNDM–1 fuera 

encontrado siendo parte de regiones de resistencia a múltiples drogas (RMD) de varios plásmidos 

en distintas especies bacterianas, con deleciones y proteínas codificadas truncadas. A pesar de 

estos múltiples eventos, el entorno genético de blaNDM sigue consistiendo en una secuencia 

truncada ISAba125 corriente arriba y el gen de resistencia a la bleomicina (bleMBL) corriente abajo 

(Wu et al., 2019). Además del transposón, las secuencias de inserción e integrones han estado 

implicados en la movilización del gen blaNDM. La rápida diseminación de estos elementos móviles 

ha contribuido a la gran dispersión y alta prevalencia de esta metalo-carbapenemasa representando 

una amenaza significativa para la salud pública a nivel mundial (Guducuoglu et al., 2018).  

4. Virulencia en Klebsiella pneumoniae   

La virulencia es una característica clave que permite aumentar el potencial patogénico de una 

bacteria, en Kp se ha visto que los factores de virulencia que le han dado éxito a las cepas 

hipervirulentas (kphv) se asocian a varios mecanismos que incluyen: sistemas de captación de 

hierro, vías del metabolismo de alantoína, porinas, sistemas de expulsión, fimbrias, presencia de 

polisacárido capsular y síntesis del lipopolisacárido (Arena et al., 2017)(Russo et al., 2018). La 

evolución de estos factores de virulencia en Kp dio surgimiento al fenotipo hipermucoviscoso, 

caracterizado por una abundante producción de material capsular relacionado con la adquisición 

de plásmidos que contienen los genes rmpA y rmpA2 (Chang et al., 2013) y asociado con el String 

Test (prueba del estiramiento mucoide) positivo (Yan et al., 2024). 

El hierro constituye una molécula de vital importancia para determinados metabolismos celulares 

en bacterias, en los humanos un grupo de proteínas séricas limitan la accesibilidad al mismo para 

los microorganismos. Sin embargo, bacterias patógenas como Kp poseen genes codificantes de 

moléculas quelantes de hierro denominadas sideróforos, las cuales se unen a las moléculas de 

hierro de bajo peso molecular y los transportan al interior de la célula bacteriana, otorgándole al 

microorganismo las concentraciones micromolares necesarias para su crecimiento y 

supervivencia. Kphv puede producir cuatro sideróforos: enterobactina, yersiniabactina, 

salmoquelina y aerobactina, cuya afinidad con el hierro es variable (Choby et al., 2020). Se ha 

visto que los sideróforos enterobactina y yersiniabactina están codificados por genes 
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cromosomales, mientras que la secreción de salmoquelina y aerobactina se encuentran asociadas 

a elementos móviles transferibles (Russo et al., 2015). 

La producción de cápsula constituye uno de los factores de virulencia más importantes de Kp. La 

capsula recubre a la bacteria y está formado por repeticiones de oligosacáridos de 4 a 6 subunidades 

de azúcares: manosa, ramnosa, galactosa, piruvato y residuos de fucosa (Ko, 2017). La variabilidad 

estructural de la cápsula ha permitido la clasificación en tipos capsulares (KL) cuyo grado de 

virulencia varían de acuerdo al contenido de manosa y/o ramnosa. La estructura genética involucra 

un grupo de genes que median la biosíntesis, transporte y ensamblaje de la cápsula en Kp. Estos 

genes se encuentran en el loci cps, sintetizados por el operón cps (galF, acidPPC, wzi, wza, wzb 

y wzc) (Ramos et al., 2012). La cápsula ofrece a la bacteria mayor robustez, permitiendo evadir el 

sistema inmune mediante el impedimento de la fagocitosis y la unión del complemento. Además, 

favorece el incremento de capacidad de producción de biofilm (Paczosa & Mecsas, 2016).  

El lipopolisacárido (LPS) constituye el principal componente de la membrana celular externa en 

las bacterias Gram negativas. Está compuesto de 3 dominios estructurales: el lípido A, que se 

encuentra anclado en la membrana celular externa, el oligosacárido que forma la parte media del 

LPS y el polisacárido de cadena larga o antígeno O, que es el componente exterior del LPS, y por 

lo tanto es el blanco principal de la respuesta humoral del hospedero (Ramos et al., 2012). El LPS 

juega un rol importante en la estabilidad y protección contra el medio externo y su modificación 

favorece la adaptación y supervivencia de la bacteria al medio ambiente 

En Kp la variabilidad en la estructura del antígeno O confiere diferentes fenotipos antigénicos que 

ofrecen protección contra los componentes del sistema de complemento. Actualmente existen 

varios grupos antigénicos, cuya biosíntesis se encuentra mediada por las enzimas codificadas por 

un grupo de seis genes que forman el cluster wb (wzm, wzt, wbbM, glf, wbbN wbbO) (Doorduijn 

et al., 2016). 

5. Clonas de alto riesgo de Klebsiella pneumoniae  

Kp es un patógeno de gran relevancia clínica debido a su capacidad de adquirir y diseminar genes 

de resistencia a antibióticos. Dentro de esta especie, ciertas clonas han emergido como linajes de 

alto riesgo, caracterizados por su elevada capacidad de diseminación, virulencia y resistencia a los 

antimicrobianos. Estas clonas de alto riesgo han sido responsables de brotes hospitalarios en 

diversas regiones del mundo, contribuyendo significativamente a la crisis de la resistencia a los 



Introducción 

15 
 

antibióticos (Wyres & Holt, 2016). Para el seguimiento y tipificación de las clonas a nivel mundial 

se utiliza la metodología de MLST (Multi locus sequence type), la cual se basa en la comparación 

de la secuencia de siete genes de referencia los cuales están presentes en todas las cepas de Kp. 

Estos genes son gapA, infB, mdh, pgi, phoE, recA y tonB (Diancourt et al., 2005). Para cada 

fragmento secuenciado de cada gen se consideran los polimorfismos genéticos y la combinación 

de todos los alelos forman el perfil alélico o ST (sequence type) (Singh et al., 2006).  

Los estudios genómicos han identificado varios secuenciotipos (ST) dentro de Kp que presentan 

una distribución global y están fuertemente asociados con la resistencia a carbapenémicos y otros 

antibióticos de última línea. Entre los más relevantes se encuentran ST258, ST11, ST15, ST147, 

ST307 y ST437, los cuales han sido implicados en brotes hospitalarios y presentan una alta 

capacidad de adquisición de plásmidos de resistencia (Pitout et al., 2015). 

El ST258 es el linaje predominante a nivel global entre las cepas productoras de KPC (Klebsiella 

pneumoniae carbapenemasa), especialmente en Norteamérica y Europa. Se trata de un linaje 

hiperendémico caracterizado por su notable capacidad de diseminación y su gran plasticidad 

genética, que le facilita la adquisición de genes de resistencia a los antibióticos (Bowers et al., 

2015). ST258 pertenece al complejo clonal 258 (CC258), un grupo filogenéticamente relacionado 

que incluye otros secuenciotipos estrechamente vinculados, como ST11, ST340, ST437 y ST512, 

entre otros. Estas clonas comparten un alto grado de similitud en su perfil genético, 

diferenciándose principalmente por la acumulación de mutaciones puntuales. ST258, en particular, 

ha evolucionado mediante la recombinación de dos linajes ancestrales de Kp, lo que ha dado lugar 

a su diversidad genética y a su capacidad de adaptación en distintos ambientes hospitalarios 

(Peirano et al., 2017).  

El clon ST437, que pertenece al CC 258, se ha identificado en diversas regiones del mundo, 

incluyendo América del Norte, Europa y Asia. Este secuenciotipo está frecuentemente asociado 

con la producción de carbapenemasas, entre las que se encuentran: NDM-5 Identificada en cepas 

aisladas de Italia e India (Ranieri et al., 2024) (S. Sahoo et al., 2023), OXA-232 detectada en cepas 

de China (Weng et al., 2020), y KPC-2 reportada en cepas de Brasil y Canadá (P. S. Pereira et al., 

2013). Además de las carbapenemasas, las cepas ST437 suelen portar genes de resistencia, como 

blaCTX-M-15. (Ranieri et al., 2024).  

El secuenciotipo ST307 ha ganado relevancia en los últimos años, siendo identificado en diversos 

países y asociado frecuentemente con la producción de NDM (New Delhi metallo-β-lactamase). 
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Este linaje se ha diseminado en Asia, Europa y América Latina, mostrando una alta capacidad de 

persistencia en entornos hospitalarios llegando incluso a desplazar al clon de alto riesgo ST258 en 

algunas regiones de Europa (Villa et al., 2017) (Peirano et al., 2020). En América Latina, se ha 

observado un aumento en la prevalencia de ST307 en los últimos años, lo que sugiere una posible 

diseminación clonal de cepas resistentes a carbapenémicos en la región (Cejas et al., 2019). En 

particular, en países como Argentina y Uruguay, el ST307 ha sido reportado en cepas productoras 

de KPC y/o NDM, (González-Espinosa et al., 2024) (Magallanes et al., 2025) (Papa-Ezdra et al., 

2024). 

A nivel global, Kp ha sido reconocido como un patógeno prioritario en la lista de la OMS para la 

investigación y desarrollo de nuevos antimicrobianos debido a su resistencia a carbapenémicos y 

a la alta mortalidad asociada con sus infecciones (World Health Organization, 2024).  

6. Aplicación de la secuenciación total de los genomas para el estudio de 

brotes intrahospitalarios 

La electroforesis en gel por campo pulsante de los fragmentos de macrorestricción del ADN 

cromosomal (EGCP) es el método molecular de referencia utilizado en la investigación 

epidemiológica de brotes. Idealmente los pulsotipos de los aislamientos de un brote se espera que 

sean indistinguibles. En consideración de que pueden ocurrir eventos genéticos al azar, los cuales 

pueden alterar el perfil de macrorestricción en la cepa epidémica en el curso de un brote (alteración 

de sitio de restricción, inserciones o deleciones de ADN asociados a plásmidos, bacteriófagos o 

elementos transponibles), se requiere de un criterio interpretativo que permita distinguir las 

verdaderas diferencias debidas a eventos genéticos al azar de aquellas que correspondan a 

diferencias entre cepas endémicas. El criterio interpretativo de Tenover (Tenover et al., 1995), 

considera que durante un brote bien definido puede ocurrir un evento genético que altera el patrón 

de macro restricción hasta en dos a tres bandas, teniendo en cuenta que el brote puede involucrar 

numerosos pacientes, y numerosas generaciones bacterianas. 

La secuenciación total de genomas (Whole Genome Sequencing, WGS) es una técnica que ha 

comenzado a ser usada a nivel mundial para la identificación de grupos de transmisión en brotes 

hospitalarios, destacándose por su mayor poder resolutivo en comparación con los métodos 

tradicionales de tipificación genética como EGCP. En 2012, la agencia de salud pública británica 

Public Health England publicó el primer estudio a escala poblacional que demostró la utilidad de 
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la secuenciación de genomas completos en epidemiología. En este estudio, se secuenciaron 247 

cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas en Oxfordshire entre los años 2007 y 2012. Los 

resultados de este trabajo establecieron que una distancia de entre 10-12 cambios nucleotídicos 

(SNP) es el umbral para definir casos de transmisión reciente, y que los pacientes con relaciones 

epidemiológicas claras, como los definidos por estudios de contactos, presentan diferencias de 

menos de 5 SNP, lo cual sugiere una transmisión mucho más reciente (Comas & Gil, 2016). 

De manera similar, otro estudio sobre 12 aislamientos de Kp-KPC ST11, representativos de un 

brote hospitalario, mostró que, a pesar de presentar un patrón de EGCP similar que los clasificaba 

como estrechamente relacionados, estos aislamientos se dividieron en tres clados distintos al 

analizar las variaciones en el número de SNPs del genoma. Este hallazgo indicó que tres eventos 

de transmisión independientes contribuyeron a la amplia diseminación de los aislamientos 

implicados, subrayando el potencial de la secuenciación total del genoma para rastrear brotes 

hospitalarios de Kp (Jiang et al., 2015). 

Nuestro equipo de investigación viene aplicando el método de cálculo de SNPs para evaluar la 

distancia evolutiva entre aislamientos clínicos de Kp KPC ST258 con patrones de EGCP similares 

y diferentes (Garcia-Fulgueiras et al., 2020). Este enfoque ha permitido establecer distintos rangos 

de distancias entre SNPs para diversas situaciones epidemiológicas, ayudando a esclarecer las 

relaciones de transmisión en brotes hospitalarios. 

 

7. Tratamientos de las infecciones causadas por K. pneumoniae 

productoras carbapenemasa 

Las infecciones causadas por Kp productoras de carbapenemasa (KPC) representan un desafío 

clínico significativo debido a su alta resistencia a múltiples antibióticos, incluidos los 

carbapenémicos, que tradicionalmente han sido el tratamiento de elección para infecciones graves 

por enterobacterias resistentes a β-lactámicos. Ante esta resistencia, se han desarrollado diversas 

estrategias terapéuticas que combinan agentes antimicrobianos con diferentes mecanismos de 

acción para mejorar la eficacia del tratamiento. 

Los regímenes terapéuticos actualmente utilizados incluyen combinaciones de antibióticos como 

colistina, tigeciclina, aminoglucósidos y fosfomicina. Sin embargo, la toxicidad de algunos de 

estos agentes y su eficacia limitada han llevado al desarrollo de nuevos antibióticos dirigidos 

contra cepas resistentes. Entre ellos, los inhibidores de β-lactamasas como avibactam, relebactam 
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y vaborbactam han demostrado ser eficaces en combinación con cefalosporinas de espectro 

extendido (ceftazidima), y meropenem (Sophonsri et al., 2024).  

Ceftazidima-avibactam ha emergido como una de las opciones más efectivas contra infecciones 

por KPC, especialmente en infecciones del torrente sanguíneo y neumonías asociadas a ventilación 

mecánica. Meropenem-vaborbactam y imipenem-relebactam también han mostrado resultados 

prometedores en el tratamiento de infecciones complicadas del tracto urinario y bacteriemias. En 

casos de resistencia a estas combinaciones, el uso de cefiderocol, un nuevo antibiótico basado en 

el mecanismo de captación de hierro ha demostrado actividad contra cepas de Kp extremadamente 

resistentes (Sophonsri et al., 2024). 

En el caso de infecciones causadas por Kp productora de NDM, el tratamiento representa un gran 

desafío terapéutico debido a que NDM no es inhibida por avibactam, relebactam ni vaborbactam. 

Sin embargo, una estrategia terapéutica prometedora es la utilización del Aztreonam o en caso de 

resistencia al mismo, usar la combinación de aztreonam con ceftazidima-avibactam, Aztreonam 

es un antibiótico monobactámico que no es hidrolizado por las metalo-β-lactamasas como NDM. 

Sin embargo, muchas cepas productoras de NDM también presentan otras β-lactamasas, como 

BLEE y carbapenemasas tipo KPC, que pueden inactivar el aztreonam. Por otro lado, ceftazidima-

avibactam es activo contra BLEEs y KPC, pero no contra NDM. La combinación de aztreonam 

con ceftazidima-avibactam permite superar esta barrera de resistencia, ya que ceftazidima-

avibactam protege al aztreonam de la degradación por BLEEs y carbapenemasas tipo KPC, 

mientras que el aztreonam mantiene su actividad contra las metalo-β-lactamasas como NDM 

(Tamma et al., 2024) (Taha et al., 2023). 

Sin embargo, a pesar de los esfuerzos de la industria farmacéutica en el desarrollo de nuevos 

antibióticos, en la práctica clínica siguen apareciendo cepas de Kp resistentes a las combinaciones 

terapéuticas disponibles. Entre ellas, se han identificado mutantes de KPC con resistencia a 

ceftazidima-avibactam, así como cepas productoras de NDM resistentes a la combinación de 

ceftazidima-avibactam con aztreonam (Satapoomin et al., 2022) (Simner et al., 2023). Asimismo, 

se han reportado aislamientos clínicos de Kp con resistencia a cefiderocol, lo que limita aún más 

las opciones terapéuticas (Huang et al., 2023). 

Ante este panorama, han surgido estrategias alternativas para el tratamiento de infecciones 

causadas por estas bacterias multirresistentes. Entre ellas se incluyen el uso de bacteriófagos, 

complejos metálicos, y nanopartículas de plata (Ag) y cobre (Cu), los cuales han demostrado 
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capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano y representan una posible solución terapéutica 

frente a infecciones causadas por aislamientos multirresistentes (Aranaga et al., 2022) (Hao et al., 

2024).  

8. Biofilm bacterianos 

El tratamiento de infecciones causadas por bacterias resistentes a múltiples fármacos es un desafío, 

y la capacidad de los patógenos bacterianos para formar biofilms o biopelículas complica aún más 

este escenario. Tradicionalmente, los biofilms se han definido como una comunidad bacteriana 

organizada que se adhiere a superficies bióticas o abióticas y se encuentra embebida en una matriz 

extracelular de exopolisacáridos, proteínas, lípidos y ADN extracelular (de la Fuente-Núñez et al., 

2013).  Sin embargo, evidencias más recientes han demostrado que esta definición resulta limitada, 

ya que los biofilms no siempre requieren de una superficie para formarse (Hall-Stoodley et al., 

2004). Diversos estudios han documentado la existencia de agregados celulares suspendidos en 

medios líquidos que comparten las características estructurales y funcionales de un biofilm, 

desafiando así la visión clásica (Kragh et al., 2016)(Kirketerp‐Møller et al., 2020). En este 

contexto, se ha propuesto una nueva definición, que describe al biofilm como una comunidad 

microbiana estructurada, compuesta por células embebidas en una matriz extracelular 

autoproducida, que puede desarrollarse tanto adherida a superficies como en forma de agregados 

libres en suspensión (Sauer et al., 2022). Los biofilms proporcionan protección contra el sistema 

inmunológico del huésped y reduce significativamente la efectividad de los antibióticos, 

contribuyendo al desarrollo de infecciones crónicas y persistentes (Lanter et al., 2014). La 

formación del biofilm en Kp es un proceso dinámico que involucra varias etapas. Según el modelo 

convencional, inicialmente las bacterias se adhieren a una superficie mediante la expresión de 

estructuras especializadas como fimbrias tipo 1 y tipo 3 (Piperaki et al., 2017). Posteriormente, las 

bacterias inician la producción de una matriz extracelular compuesta principalmente por 

exopolisacáridos, entre los que destaca la cápsula de polisacáridos, un factor clave en la virulencia 

de esta especie (Flemming & Wingender, 2010). A medida que el biofilm madura, las bacterias 

dentro de la estructura experimentan cambios en su metabolismo y activan sistemas de 

comunicación intercelular basados en quorum sensing (QS), lo que permite la coordinación de la 

expresión génica y la adaptación al ambiente hostil. Finalmente, el biofilm se disgrega dando lugar 

al desprendimiento de células planctónicas que pueden comenzar un nuevo ciclo de formación de 
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biofilm (Castrillon & Ramos, 2010) (Figura 1). En Kp los factores que contribuyen a la formación 

de biofilm son entre otros, la capsula de polisacáridos, la presencia de fimbrias y pili, el LPS y el 

metabolismo del hierro (Guerra et al., 2022).  

 

Figura 1. Etapas de formación de biofilm y estrategias de dispersión (Castrillon & Ramos, 2010).  

Los pasos involucrados en la maduración del biofilm son regulados por moléculas de señal, 

también llamadas quorum sensing (QS) (Guilhen et al., 2019). El QS es un sistema sofisticado que 

se encarga de la comunicación entre células dentro de la comunidad del biofilm, mediante la 

producción, secreción y detección de pequeñas moléculas. Estas últimas son reconocidas por 

receptores bacterianos e inducen la expresión de ciertos genes alterando el fenotipo de la bacteria 

dando lugar a la maduración o disgregación del biofilm (Balestrino et al., 2005). 

Una característica preocupante del biofilm es su capacidad para conferir una elevada resistencia a 

los antibióticos. La matriz extracelular actúa como una barrera física que limita la penetración de 

fármacos, mientras que las bacterias dentro del biofilm pueden entrar en un estado de latencia 

metabólica donde se ve favorecida la transferencia horizontal de genes, facilitando la diseminación 

de genes de resistencia a los antimicrobianos (Nirwati et al., 2019).   

Además, la formación de biofilms representa un desafío clínico, especialmente en infecciones 

asociadas a dispositivos médicos como catéteres, ventiladores y prótesis ortopédicas. La 

persistencia de estas infecciones a menudo requiere la remoción quirúrgica del dispositivo 

afectado, ya que los tratamientos antibióticos convencionales son ineficaces para erradicar 

completamente la biopelícula (Malizos & Ioannou, 2014).  
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En respuesta a esta problemática, se están explorando nuevas estrategias terapéuticas, incluyendo 

el uso de complejos metálicos, nanopartículas metálicas, péptidos antimicrobianos, enzimas que 

degradan la matriz del biofilm, inhibidores de quorum sensing y terapia con bacteriófagos (Nadar 

et al., 2022) (Alisigwe et al., 2025). 

9. Agentes antibiofilm 

Las moléculas anti-biofilm comprenden diversos compuestos que inhiben la formación de biofilm. 

Los compuestos anti-biofilm identificados se aíslan principalmente de fuentes naturales, también 

se ha encontrado que algunos compuestos sintéticos, agentes quelantes y antibióticos, poseen 

actividad anti-biofilm (Ribeiro et al., 2016). 

Estas moléculas intervienen en diferentes mecanismos para inhibir la formación de biofilm en 

diferentes bacterias como se detallan a continuación (Roy et al., 2018)(Olar et al., 2022a):  

1. Dispersión de sustancias polisacáridas extracelulares de biofilm por enzimas 

2. inhibición de N-acyl homo-serina lactonas mediada por quorum sensing 

3. inhibición mediante desensamblado de biofilm 

4. Neutralización de desensamblado de lipopolisacáridos 

5. Clivaje de peptidoglicanos 

6. Alteración del potencial de membrana o permeabilización de la membrana 

7. Inhibición de la división y supervivencia celular 

8. Inhibición de síntesis y de función de moléculas de adhesión 

9. Inhibición de biofilm por polisacáridos 

Varios antibióticos han sido estudiados para evaluar su potencial antibiofilm frente a diferentes 

bacterias (Ferreira et al., 2024) (González et al., 2017). La colistina ha sido estudiada como agente 

antibiofilm para el tratamiento de infecciones causadas por Kp, demostrando tener la capacidad a 

concentraciones sub-inhibitorias de reducir considerablemente la formación de biopelículas (Lora-

Tamayo et al., 2019) (Hoštacká & Čižnár, 2008) (Dosler et al., 2016).  Sin embargo, se desconocen 

el o los mecanismos anti-biofilm mediado por el polipéptido colistina en aislamientos Kp 

productoras de carbapenemasa. En los últimos años, se ha estudiado la combinación de 

nanopartículas de plata con colistina como una estrategia para mejorar su efectividad contra 

biofilms y reducir su toxicidad (Jalil et al., 2024) (Şirin et al., 2023). Además de los antibióticos 

innumerables compuestos naturales y sintéticos se han evaluado para probar su potencial 
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antibiofilm en diversas especies bacterianas. Entre ellos los compuestos metálicos tiene un campo 

amplio de investigación y en muchos casos han resultado ser prometedores (Olar et al., 2022) 

(Pereira et al., 2023).  

9.1 Complejos metálicos  

Los complejos metálicos son estructuras químicas en las que los iones metálicos están coordinados 

con ligandos orgánicos o inorgánicos, lo que les confiere propiedades antibacterianas únicas. Entre 

los metales más utilizados se encuentran el cobre (Cu), la plata (Ag), el oro (Au) y el zinc (Zn) 

(Sharma et al., 2022) (Frei, 2020). Para su síntesis, el metal y el ligando se mezclan en solución 

acuosa o en solventes orgánicos bajo condiciones controladas de temperatura y pH que favorecen 

la formación del complejo (Nomiya et al., 2013). Los complejos metálicos ejercen su efecto 

antibacteriano mediante la alteración de la integridad de la pared celular, la inhibición de la 

replicación del ADN bacteriano y la generación de especies reactivas de oxígeno que provocan 

daño oxidativo irreversible en las células microbianas (Valko et al., 2005) (Gomes et al., 2020). 

Además, su versatilidad ha permitido su incorporación en recubrimientos antimicrobianos para 

dispositivos médicos, apósitos para heridas infectadas y formulaciones combinadas con 

antibióticos para potenciar su eficacia (J. Sahoo et al., 2022).  

El uso de metales con propiedades antimicrobianas se remonta a la antigüedad, los egipcios 

utilizaban láminas de plata para tratar heridas, mientras que los romanos almacenaban agua y vino 

en recipientes de plata y cobre para evitar su contaminación. Estas aplicaciones empíricas sentaron 

las bases del uso de metales con fines médicos mucho antes del descubrimiento de los 

microorganismos (Alexander, 2009). A finales del siglo XIX y principios del XX, se usaron 

compuestos metálicos como el nitrato de plata para prevenir infecciones oculares en recién nacidos 

y el sulfato de cobre en el tratamiento de infecciones fúngicas y parasitarias (Frei et al., 2020). La 

plata es bien conocida por sus propiedades antimicrobianas de amplio espectro, debido a su 

capacidad para interactuar con las membranas celulares bacterianas, desestabilizarlas y generar 

especies reactivas de oxígeno (ROS), lo que provoca estrés oxidativo y daño celular (Barras et al., 

2018). Por su parte, el cobre también exhibe actividad antibacteriana a través de la generación de 

ROS, la alteración del metabolismo bacteriano y la interrupción de la homeostasis celular 

(Chandraleka et al., 2014). 
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 En el siglo XX, el descubrimiento de la penicilina y el desarrollo de los antibióticos 

convencionales desplazo el uso de los metales como antimicrobianos. Sin embargo, la aparición 

de bacterias resistentes a los antibióticos ha resurgido el interés en los metales como alternativas 

terapéuticas (Evans & Kavanagh, 2021). El uso de complejos metálicos como agentes antibiofilm 

está siendo objeto de estudio en la actualidad, como recurso adicional en las infecciones causadas 

por microorganismos difíciles de tratar (Abd El-Hamid et al., 2020) (Bi et al., 2021). 

Si bien los complejos metálicos tienen un gran potencial antibacteriano, su seguridad en 

aplicaciones clínicas es un aspecto crucial. La plata y el cobre han demostrado ser seguros en dosis 

controladas, sin embargo, su administración en concentraciones elevadas puede generar efectos 

adversos como estrés oxidativo, alteraciones en la homeostasis celular y, en el caso de la plata, la 

acumulación tisular que conduce a argiria. Las dosis seguras varían según la vía de administración; 

en tratamientos tópicos, las concentraciones suelen oscilar entre 10 y 50 ppm para la plata y entre 

1 y 10 mM para el cobre, mientras que en aplicaciones sistémicas se han reportado niveles 

tolerables de hasta 0.5 mg/kg para la plata y 0.1 mg/kg para el cobre. 

9.2 Sulfonamidas metálicas  

Las sulfonamidas son una de las clases más antiguas de antibióticos sintéticos, utilizadas 

ampliamente debido a su capacidad para inhibir la síntesis de ácido fólico en bacterias, un proceso 

esencial para su crecimiento y replicación. Sin embargo, el desarrollo de resistencia bacteriana ha 

limitado su eficacia clínica, lo que ha impulsado la búsqueda de nuevas estrategias para mejorar 

su actividad (Sköld, 2000).  

La síntesis de complejos metálicos de sulfonamidas con Ag y Cu generalmente implica la 

formación de enlaces de coordinación entre el ion metálico y los grupos funcionales de la 

sulfonamida, como el nitrógeno de la amida o el oxígeno del grupo sulfonilo (figura 2) (Hangan 

et al., 2016). Estos complejos pueden prepararse mediante métodos de síntesis en solución, 

utilizando sales metálicas como nitrato de plata (AgNO₃) o sulfato de cobre (CuSO₄) en 

condiciones controladas de pH y temperatura (Danish et al., 2021). 
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Figura 2. Estructura general de las sulfonamidas. 

Los complejos metálicos de sulfonamidas con plata y cobre han demostrado un efecto sinérgico 

que mejora la capacidad antibacteriana de estos compuestos. Por ejemplo, Ag-sulfadiazina ha 

demostrado actividad antimicrobiana más alta que sus ligandos libres (Carr et al., 1973). En la 

actualidad se utiliza la sulfadiazina de plata como cremas para tratar las quemaduras de segundo y 

tercer grado (Sosa & Caunegre, 2018). 

 

No se han reportado estudios que investiguen la capacidad antibiofilm de estos complejos 

metálicos en Kp. Sin embargo, un estudio evaluó la capacidad antibiofilm de varias sulfonamidas 

metálicas en el que se observó que derivados sulfadiazina y sulfametoxazol con oro fueron capaces 

de inhibir la formación de biofilm en Staphylococcus aureus resistente a meticilina (Mizdal et al., 

2018). Por otro lado, varios estudios han demostrado la capacidad de algunas sulfonamidas 

metálicas para inhibir el biofilm de diferentes géneros bacterianos (Bonez et al., 2021)(Siqueira et 

al., 2023). 

Por su lado, las nanopartículas metálicas, especialmente aquellas basadas en plata y cobre, 

representan otra estrategia eficaz contra la resistencia a los antibióticos y a los microorganismos 

formadores de biofilm (González Rojas, 2013) (Robino & Scavone, 2020). Las nanopartículas son 

materiales cuyo tamaño oscila entre 1 y 100 nanómetros. Debido a su reducido tamaño, poseen 

una alta relación superficie-volumen, lo que les confiere propiedades fisicoquímicas únicas en 

comparación con los mismos materiales en su forma macroscópica. Gracias a su alta relación 

superficie-volumen, estas estructuras permiten una mayor interacción con las células bacterianas, 

lo que potencia su efecto antimicrobiano (Huamán et al., 2024). 



Introducción 

25 
 

9.3 Polioles metálicos 

Los polioles metálicos, compuestos formados por la complejación de metales con polioles 

derivados de azúcares, han cobrado interés en la búsqueda de nuevas estrategias antibacterianas. 

Los polioles que más se utilizan para complejarse con metales son los alditoles, también llamados 

azucares alcohólicos, debido a que estos son agentes quelantes eficientes de iones metálicos 

(Allscher et al., 2007). Los alditoles como el sorbitol, el manitol y el xilitol, poseen múltiples 

grupos hidroxilo (-OH) que les permiten actuar como ligandos naturales para cationes metálicos, 

como la Ag (I), el Cu (II) y el Zn (II). La formación de estos complejos no solo estabiliza los 

metales en solución, sino que también modula su biodisponibilidad y actividad biológica (Cotton 

& Wilkinson, 1996). 

Los polioles metálicos han demostrado actividad antibacteriana mediante múltiples mecanismos. 

En primer lugar, la interacción de estos complejos con la pared y membrana celular bacteriana 

provoca una alteración estructural que compromete la integridad celular. Además, los iones 

metálicos liberados pueden interrumpir procesos metabólicos esenciales al interferir con proteínas 

enzimáticas y generar estrés oxidativo a través de ROS (Valko et al., 2005). Este efecto es 

particularmente relevante en bacterias resistentes a antibióticos, donde el estrés oxidativo puede 

debilitar las defensas del microorganismo y potenciar la acción de otros agentes antimicrobianos. 

Además de su efecto bactericida, los polioles metálicos han mostrado actividad anti-biofilm, 

inhibiendo la formación y maduración de biopelículas bacterianas (Lim et al., 2018). Se ha 

observado que estos compuestos interfieren con la adhesión bacteriana y la producción de la matriz 

extracelular, reduciendo significativamente la persistencia de infecciones crónicas asociadas a 

biopelículas (Libardo et al., 2017). 

El xilitol se encuentra en plantas, hongos y algas. Es un azúcar de gran interés farmacéutico por 

sus aplicaciones como edulcorante y agente antimicrobiano en preparaciones farmacéuticas 

(Shafer et al., 1987). Una gran cantidad de microrganismos no puede utilizar el xilitol como fuente 

de carbono, y su presencia ejerce un efecto toxico actuando como antimicrobiano (ASSEV et al., 

1983). Se ha visto que el xilitol afecta la síntesis de polisacáridos disminuyendo la adherencia de 

ciertas bacterias como S. mutans, S. penumoniae y H. influenzae. (Tapiainen, 2002) (Decker et al., 

2008). Por otro lado, el xilitol se utiliza en terapia combinada para alterar la estructura del biofilm 

de P. aeruginosa en heridas crónicas (Ammons et al., 2009).  
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Objetivos 

Objetivo general 

Estudiar la epidemiología de la resistencia en Klebsiella pneumoniae productora de carbapenemasa 

de origen clínico y evaluar alternativas potenciales para el tratamiento de infecciones causadas por 

estas bacterias. 

Objetivos específicos 

1. Caracterizar genéticamente los aislamientos.  

 

2. Correlacionar el perfil de resistencia con el genotipo de resistencia 

 

3. Analizar la relación genética entre los aislamientos  

 

4. Analizar las plataformas genéticas plasmídicas 

 

5. Evaluar la producción de biofilm de los aislamientos estudiados 

 

6. Evaluar compuestos en su capacidad de inhibir y/o erradicar el biofilm de Klebsiella 

pneumoniae. 
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Estrategia de investigación 

En este trabajo de tesis se estudiaron dos grupos de aislamientos clínicos de Kp multirresistente 

productoras de carbapenemasa provenientes de distintos centros asistenciales de Montevideo. Por 

un lado, se seleccionaron dos aislamientos que formaron parte de un brote de Kp productora de 

KPC ocurrido en 2011. Este brote involucró a cuatro pacientes y recopiló un total de 16 

aislamientos, los cuales fueron previamente estudiados por el grupo de trabajo en el marco de la 

maestría de la Magister B.C. Florencia Geymonat. Los dos aislamientos seleccionados tienen la 

particularidad de ser coaislamientos (obtenidos simultáneamente a partir del cultivo de la herida 

operatoria de un paciente trasplantado), presentando morfotipos de colonia diferentes (colonia 

grande y colonia chica) y distintos patrones de resistencia a cefalosporinas y carbapenems. En el 

trabajo de maestría de Florencia Geymonat se realizó la electroforesis en gel de campo pulsante 

(PFGE), obteniéndose como resultado que estos aislamientos presentan una diferencia de dos 

bandas. Usando el criterio interpretativo de Tenover (Tenover et al., 1995), se puede afirmar que 

estos aislamientos están muy relacionados y pertenecen a la misma clona. Sin embargo, el criterio 

de Tenover establece que una diferencia de dos a tres bandas puede explicarse por la ocurrencia 

de un evento genético (mutación puntual, inserción o deleción) cuando el aislamiento se cultiva 

repetidamente a lo largo del tiempo o se aísla varias veces de un mismo paciente. Dado que estos 

aislamientos se obtuvieron del mismo cultivo a tiempo cero, el criterio de Tenover no estaría 

incluyendo estos aislamientos. Por lo tanto, en este trabajo se propone desafiar la electroforesis en 

gel de campo pulsante con un método más sensible: el análisis del número de polimorfismos de 

nucleótido único (SNP) del genoma core. 

Por otro lado, se trabajó también con cinco aislamientos de Kp multirresistentes productoras de 

NDM y resistentes a la colistina, obtenidos durante 2023 de dos centros asistenciales de 

Montevideo. Estos aislamientos más recientes presentan un secuenciotipo distinto (ST307), el cual 

no había sido reportado previamente en el país. Además, su perfil de resistencia refleja un cambio 

en la epidemiología de Kp en Uruguay, dado que antes del 2016 la carbapenemasa predominante 

en los aislamientos clínicos era KPC, mientras que en los últimos años se ha observado un aumento 

en la frecuencia de productoras de NDM y una disminución de KPC (Ministerio de Salud Pública., 

2024).  



Estrategia de investigación 

28 
 

. 

En este contexto, la presente tesis busca no solo caracterizar estos nuevos aislamientos, sino 

también compararlos con los aislados previamente estudiados, con el fin de evaluar la evolución 

de la resistencia a carbapenémicos en el país. A través del análisis genético y fenotípico, se 

pretende determinar si existen tendencias en la adquisición y propagación de determinantes de 

resistencia, así como explorar posibles mecanismos compartidos entre ambos grupos de 

aislamientos que puedan haber contribuido a su diseminación en el ámbito hospitalario. 

En esta tesis también se evaluó la capacidad de varios compuestos químicos para inhibir o erradicar 

el biofilm de Kp multirresistente. Los compuestos ensayados fueron la colistina y una variedad de 

complejos metálicos sintetizados y caracterizados por la cátedra de inorgánica de la Facultad de 

Química. 
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Materiales y métodos 

Aislamientos estudiados 

Se analizaron 7 aislamientos clínicos de Kp productora de carbapenemasa obtenidas de 3 centros 

asistenciales de Montevideo. Los aislamientos 54-1 y 54-2 pertenecieron a un brote infeccioso de 

Kp-KPC el cual tuvo lugar entre 12/9/2011 y 31/10/2011. Por otro lado 5 aislamientos de Kp fueron 

recopilados durante junio y mayo del 2023 de otros dos centros asistenciales de Montevideo en el 

marco de la vigilancia epidemiológica de emergencia de resistencia a antibióticos llevada a cabo 

por el grupo de trabajo. Este segundo grupo de aislamiento comprende 5 Kp productoras de 

carbapenemasa tipo NDM y resistentes a colistina (Tabla 1). 

Los datos de procedencia, fechas de obtención, identificación y susceptibilidad a los 

antimicrobianos de los aislamientos fueron proporcionados por los centros asistenciales. La 

identificación y el antibiograma se determinaron por el sistema automatizado Vitek-2 

(BioMérieux) con las tarjetas GN para identificación y las tarjetas AST-N082, AST-N402 y AST-

N422 para el ensayo de sensibilidad a los antibióticos. La interpretación de los resultados se realizó 

siguiendo los criterios establecidos en la norma Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) M100, 2025 (Clinical and Laboratory Standards Institute., 2025), a excepción de 

tigeciclina que fue interpretado siguiendo las recomendaciones establecidas por el 

Epidemiological cut-off value (ECOFF) (CIM< 2 μg/mL ausencia de mecanismos de resistencia) 

https://www.eucast.org/mic_and_zone_distributions_and_ecoffs/new_and_revised_ecoffs. Los 

aislamientos 54-1 y 54-2 fueron evaluados en la producción de carbapenemasas mediante ensayo 

de sinergia con disco de carbapenem, ácido fenilborónico y EDTA, y posteriormente mediante 

PCR para detección molecular. En los aislamientos recopilados durante el 2023, los ensayos de 

sensibilidad se complementaron con ensayos de inmunocromatografía para la detección del tipo 

de carbapenemasa (Coris Resisit-5 O.K.N.V.I. (CorisBioconcept SPRL, Belgium)), para la 

evaluación de la producción de BLEE se realizó ensayo de sinergia de doble disco propuesta por 

Gao et al. (Gao et al., 2015) y siguiendo los procedimientos establecidos por CLSI (Clinical and 

Laboratory Standards Institute., 2023).  

 

https://www.eucast.org/mic_and_zone_distributions_and_ecoffs/new_and_revised_ecoffs
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Tabla 1. Aislamientos estudiados 

 

Aclaraciones: Los datos de sensibilidad a los antibióticos que figuran en la tabla fueron aportados por el servicio asistencial donde se aislaron por primera vez y obtenidos por el sistema 

automatizado Vitek-2. HO: herida operatoria, ST: secreción traqueal, SAM; Ampicilina/Sulbactam, PTZ: Piperacilina/Tazobactam, KZ: Cefazolina, CRO: Ceftriaxona, CAZ: 

Ceftazidime, FEP: Cefepime, ATM: Aztreonam, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, AK: Amicacina, GE: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacina, STX: Trimetoprima/Sulfametoxazol, 

TYG: Tigeciclina, COL: Colistina, BLEE: β-lactamasa de espectro extendido, C: carbapenemasa, CLF: clasificación, CIM: concentración inhibitoria mínima en mg/L, Cat: categoría 

según CLSI M100 ED35:2025, S: sensible, I: intermedio, R: resistente, SDD: sensible dosis dependiente, WT: tipo salvaje, MR: con mecanismo de resistencia, S/D: sin dato, *: obtenido 

por el método de disco difusión. La producción de carbapenemasa se sospechó por la resistencia a los carbapenems y se confirmó por ensayo inmunocromatográfico CORIS Resisit-5 

O.K.N.V.I. (CorisBioconcept SPRL, Belgium) realizado en el laboratorio de bacteriología del servicio asistencial. La producción de BLEE fue evaluada mediante ensayo de sinergia.   

 

 

 

 

 

Aislamiento 
Fecha 

obtención 
Sitio de 

infección 

SAM PTZ KZ CRO CAZ FEP ATM IMP MEM AK GE CIP SXT TYG COL 

BLEE C CLF CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

CIM 
/cat 

54-1 14/9/2011 HO >32 /R >128 /R >64 /R 4 /R 8 /I 2 /S S/D 4 /R 1 /S 4 /S >32 /R >4 /R >320 /R S/D S/D + KPC-2 MDR 

54-2 14/9/2011 HO >32 /R >128 /R >64 /R >64 /R >64 /R 4 /SDD S/D 4 /R 1 /S <2 /S >32 /R >4 /R >320 /R S/D S/D + KPC-2 MDR 

Kp16 9/5/2023 Sangre >32 /R >128 /R >64 /R >64 /R >64 /R >32 /R ≤1 /S >16 /R >16 /R  32 /R >16 /R >4 /R >320 /R 2 /WT >4 /R - NDM MDR 

Kp20 13/6/2023 Orina >32 /R >128 /R >64 /R >64 /R >64 /R >32 /R S* >16 /R >16 /R 32 /R >16 /R >4 /R >320 /R 2 /WT >4 /R - NDM MDR 

Kp21 8/5/2023 Hueso >32 /R >128 /R >64 /R >64 /R >64 /R 4 /SDD S* 8 /R 8 /R 32 /R >16 /R >4 /R >320 /R ≤0,5 /WT >4 /R - NDM MDR 

Kp22 12/6/2023 ST >32 /R >128 /R >64 /R >64 /R >64 /R >32 /R S* >16 /R >16 /R 32 /R >16 /R >4 /R >320 /R 2 /WT >4 /R - NDM MDR 

Kp23 24/6/2023 Orina >32 /R >128 /R >64 /R >64 /R >64 /R >32 /R >64 /R >16 /R >16 /R 32 /R >16 /R >4 /R >320 /R 4 /MR >4 /R + NDM PDR 
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Estudio de los antibiotipos 

Para el estudio de los antibiotipos se tomaron en cuenta los resultados de CIM a los antibióticos 

β-lactámicos, los aminoglucósidos y la ciprofloxacina, así como la susceptibilidad al aztreonam. 

Las demás familias de antibióticos no se tuvieron en cuenta ya que los resultados no mostraron 

variabilidad entre los aislamientos. Teniendo en cuenta las CIM de los antibióticos en estudio se 

agruparon los aislamientos en distintos antibiotipos, considerando que la reproducibilidad del 

sistema es de +/-1 dilución. Los aislamientos fueron adicionalmente clasificados en 

multidrogarresistentes (MDR), extensamente resistentes (XDR) y panresistentes (PDR). Siendo 

los aislamientos MDR aquellos que muestran resistencia a, al menos, un agente en tres o más 

categorías de antimicrobianos diferentes. Los aislamientos extensamente resistentes XDR 

aquellos que son resistentes a, al menos, un agente en todas las categorías de antimicrobianos 

excepto en uno a dos; y los aislamientos PDR aquellos que son resistentes a todos los agentes 

antimicrobianos en todas las categorías (Magiorakos et al., 2012).Teniendo en cuenta la 

clasificación en antibiotipos se seleccionaron representantes de cada grupo para secuenciar su 

genoma total. Los genomas seleccionados para secuenciar fueron 54-1, 54-2, Kp20, Kp21 y Kp23.  

1. Caracterización genética de los aislamientos.  

1.1 Extracción de ADN y determinación de su calidad 

La extracción de ADN total de los aislamientos seleccionados para secuenciación de genomas 

completos se realizó mediante el uso del kit comercial Quick-DNATM Fungal/Bacterial Miniprep 

Kit (Zymo Research), siguiendo las instrucciones del fabricante. A partir de un cultivo puro se 

prepara una suspensión equivalente a 3 McFarland, se agrega el buffer de lisis y se emplea vortex 

durante 20 min para agitar las muestras vigorosamente. Las células bacterianas son lisadas 

mediante la combinación de agentes químicos y un tratamiento mecánico empleando perlas (bead 

beating). Este tratamiento rompe las paredes celulares y las membranas, liberando el contenido 

intracelular. Luego los componentes no deseados, como proteínas y otros contaminantes, son 

precipitados y separados del ADN mediante una serie de centrifugaciones (1min, 10.000 rpm) y 

el uso de soluciones de precipitación y lavado.  El ADN liberado se une a una columna de sílica 

en presencia de una solución de unión y las impurezas son removidas mediante lavados 
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adicionales. Finalmente, el ADN purificado es eludido de la columna de sílica utilizando una 

solución de elución. El ADN fue eluido en 60 uL de buffer de elución.  

Una vez obtenido el ADN, se procedió a la determinación de su concentración y evaluación de su 

pureza mediante relación de absorbancias a 260 y 280 nm. La concentración de ADN y la relación 

A260/A280 fueron obtenidas empleando el Nanodrop 1000, considerándose suficientemente 

puras aquellas muestras con una relación > 1.8. Además, se evaluó la integridad del ADN usando 

electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. 

Luego de contar con ADN de buena calidad (A260/A280 > 1.8) y cantidad (60 μL a una 

concentración > 20 ng/μL), se procedió al envío del ADN para su secuenciación. Los ADN fueron 

secuenciados mediante dos técnicas, los reads cortos se obtuvieron usando Illumina NovaSeq 6000 

con el uso de librerías de Nextera XT que generan lecturas de 150bp, realizado por la empresa 

Novogene. Los reads largos fueron obtenidos usando la metodología de Oxford Nanopore 

Technologies (ONT), realizado por el grupo de trabajo del Laboratorio de Microbiología 

Molecular de la Facultad de Química.  Las bibliotecas se prepararon utilizando el Rapid Barcoding 

Kit 24 V14 (SQK-RBK114.24) adquirido de ONT (Oxford, Reino Unido), siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Este kit permite la escisión simultánea de los cebadores y la unión de 

etiquetas de códigos de barras a los extremos escindidos utilizando un método basado en 

transposones sin PCR. Las bibliotecas se cargaron en la plataforma MinION utilizando una celda 

de flujo R10.4.1, y los datos brutos obtenidos se procesaron utilizando el software ONT-Guppy 

v6.1.7. Este software se empleó para la demultiplexación y el base calling de las lecturas, 

permitiendo la obtención de los archivos de lectura (reads). 

1.2 Ensamblaje y anotación de los genomas 

1.2.1 Análisis de calidad de las lecturas 

Los archivos generados en la secuenciación de Illumina y Nanopore incluyen los archivos de 

lectura (Reads) que son aquellos con extensión “.fastq”. Este formato de archivo constituye el 

input estándar crudo reconocido por los programas bioinformáticos habituales para el 

procesamiento de datos. Para evaluar la calidad de las lecturas de Illumina, se utilizó el software 

FastQC desarrollado por el Babraham Institute 
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(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). FastQC es una herramienta de 

control de calidad que permite realizar un análisis de los datos de secuenciación y detectar 

problemas que afectan la calidad de las lecturas. FastQC realiza una serie de análisis automáticos 

sobre los datos cargados, generando diversos gráficos y estadísticas que describen diferentes 

aspectos de la calidad de las lecturas. Los análisis incluyen la calidad por base, el contenido de 

GC, presencia de adaptadores, longitud de las lecturas. duplicación de secuencias, entre otros. 

Cada parámetro es representado mediante un código de colores que distingue calidades buenas, 

regular o mala. 

1.2.2 Ensamblaje de novo 

El ensamblaje de novo de los genomas obtenido por Illumina se realizó mediante el software 

SPAdes 3.11.1 (https://github.com/ablab/spades). SPAdes emplea un enfoque basado en gráficos 

de Bruijn y un algoritmo de ensamblaje iterativo. Este método divide las secuencias en pequeños 

fragmentos llamados "k-mers" y construye un gráfico de Bruijn para ensamblar estos fragmentos 

en secuencias contiguas (contigs). SPAdes realiza múltiples iteraciones ajustando el tamaño de los 

k-mers para mejorar la precisión del ensamblaje. Al finalizar el ensamblaje, SPAdes genera un 

conjunto de contigs que representan el genoma ensamblado de la muestra (Bankevich et al., 

2012)Los k-mers empleados fueron 21, 33, 55, 77, 99 y 127   

El ensamblaje de novo de los genomas obtenido por Nanopore se realizó utilizando el programa 

Flye v2.9.4 (https://github.com/mikolmogorov/Flye). Para generar el ensamblado Flye comienza 

construyendo un gráfico de Bruijn a partir de las lecturas largas, seguido de una fase de ensamblaje 

inicial que agrupa las lecturas en contigs preliminares. Luego, refina estos contigs mediante un 

proceso iterativo de corrección y extensión, aprovechando las largas lecturas para cerrar brechas 

y resolver regiones repetitivas. Al finalizar el proceso de ensamblaje, Flye genera un conjunto de 

contigs que representan el genoma ensamblado de la muestra (Kolmogorov et al., 2019) 

1.2.3 Evaluación de la calidad del genoma ensamblado 

La evaluación de la calidad de los genomas ensamblados por SPAdes se realizó mediante el 

software Quast v5.2.0 (http://quast.sourceforge.net/quast). Este programa compara los 

ensamblajes con una referencia, cuando está disponible, y genera un conjunto de métricas que 

https://github.com/ablab/spades
https://github.com/mikolmogorov/Flye
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describen la calidad del ensamblaje. Entre estas métricas se incluyen la longitud total del 

ensamblaje, el número y tamaño de los contigs, el valor N50 (tamaño del contig más pequeño para 

cubrir el 50% del genoma, habiendo ordenado los contigs de mayor a menor tamaño), el valor L50 

(número de contigs necesarios para cubrir el 50% del genoma), la cantidad de regiones no 

ensambladas, y la precisión de las secuencias ensambladas en comparación con la referencia. 

QUAST también identifica posibles errores y áreas de baja calidad en los ensamblajes. Al finalizar 

el análisis, QUAST genera un informe detallado con gráficos y tablas que resumen las métricas 

de calidad (Mikheenko et al., 2018) 

La evaluación de la calidad de los genomas obtenidos por Flye se hizo utilizando el programa 

BUSCO (https://busco.ezlab.org/busco_userguide.html). BUSCO v3.4.2 es una herramienta que 

permite evaluar la integridad y la completitud de los ensamblajes genómicos mediante la búsqueda 

de genes ortólogos universales conservados. Este programa compara los ensamblajes con una base 

de datos de ortólogos específicos de un linaje particular, proporcionando métricas que describen 

la calidad del ensamblaje. BUSCO identifica y clasifica los genes ortólogos en cuatro categorías: 

completos únicos, completos duplicados, fragmentados y ausentes. Este análisis permite 

determinar la proporción de genes completos presentes en el ensamblaje, como indicador de la 

calidad y la integridad del genoma ensamblado (Simão et al., 2015) 

1.2.4 Obtención de los pulidos de Nanopore con Illumina 

Para generar un ensamblaje de alta calidad, se combinaron los genomas obtenidos por Illumina y 

Nanopore mediante un proceso de pulido. Inicialmente, se utilizó el software Medaka 

(https://github.com/nanoporetech/medaka) para pulir los ensamblajes de Nanopore. Medaka es 

una herramienta diseñada específicamente para corregir errores en los ensamblajes de secuencias 

largas utilizando modelos de redes neuronales. Se cargan los ensamblajes obtenidos con Flye en 

Medaka junto con las lecturas de Nanopore para corregir los errores y mejorar la precisión del 

ensamblaje inicial (Oxford Nanopore Technologies, 2020) 

Posteriormente, las lecturas de Illumina se limpiaron utilizando FastP, una herramienta rápida y 

eficiente para el preprocesamiento de secuencias de alta calidad. Este paso incluyó la eliminación 

de secuencias adaptadoras y la corrección de errores en las lecturas cortas, asegurando que las 

https://busco.ezlab.org/busco_userguide.html
https://github.com/nanoporetech/medaka
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lecturas de Illumina estuvieran libres de contaminantes y listas para el mapeo (S. Chen et al., 

2018).  

Luego, las lecturas limpias de Illumina fueron mapeadas con el ensamblaje pulido de Flye 

utilizando las herramientas SAMtools y bowtie2 generando los archivos de extensión .sam. Este 

mapeo permite alinear las lecturas de alta precisión de Illumina con el ensamblaje de Nanopore 

(Li et al., 2009) (Langmead & Salzberg, 2012).   

Finalmente, se utilizó Polypolish para realizar un pulido adicional del ensamblaje de Flye-Medaka 

utilizando las lecturas de Illumina mapeadas. Polypolish es una herramienta que refina aún más 

los ensamblajes corrigiendo errores remanentes, aprovechando la alta precisión de las lecturas de 

Illumina. Al finalizar se obtiene un ensamblaje híbrido de alta calidad, combinando la longitud y 

continuidad de las lecturas de Nanopore con la precisión de las lecturas de Illumina (Wick & Holt, 

2022).  

1.2.5 Anotación de los genomas 

Para la anotación de los genomas ensamblados, se utilizaron los programas Prokka v1.13.3 (Rapid 

Prokaryotic Genome Annotation) (https://github.com/tseemann/prokka) y RAST (Rapid 

Annotation using Subsystem Technology) (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi). Prokka es una 

herramienta ampliamente utilizada para la rápida anotación de genomas procariotas, 

proporcionando predicciones de genes, ARN ribosomales y ARN de transferencia, además de 

identificar diversas características genómicas. RAST es otra herramienta robusta para la anotación 

de genomas bacterianos, que ofrece un análisis exhaustivo mediante la comparación de las 

secuencias genómicas con bases de datos de referencia, identificando genes y asignando funciones 

basadas en subsistemas metabólicos conocidos (Seemann, 2014) (Aziz et al., 2008)  

1.3 Análisis genómico 

El análisis genómico se basó en la búsqueda de genes de resistencia a antibióticos, grupos de 

incompatibilidad plasmídica, genes de virulencia, genes capsulares y genes MLST. Se utilizó la 

base de datos RestFinder (http://genepi.food.dtu.dk/resfinder) para la búsqueda de genes de 

resistencia y de mutaciones puntuales involucradas en resistencia a antibióticos. Para la 

identificación de los plásmidos presentes en los aislamientos, se empleó la herramienta 

https://github.com/tseemann/prokka
https://rast.nmpdr.org/rast.cgi
http://genepi.food.dtu.dk/resfinder
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bioinformática PlasmidFinder (https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/), la cual permite 

detectar replicones plasmídicos, identificando los grupos de incompatibilidad (Inc) a los que 

pertenecen los plásmidos. La base de datos específica de Kp del Institut Pasteur de París Bigsdb 

(https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/) se utilizó para la búsqueda de genes virulencia y de 

patogenicidad, así como también para el análisis de genes involucrado en la síntesis de la cápsula 

(wzi y obtención del Klocus). Además, la búsqueda de genes de virulencia se complementó con la 

base de datos Kleborate del Pathogenwatch (https://cgps.gitbook.io/pathogenwatch/technical-

descriptions/typing-methods/kleborate) y con la base de datos de virulencia VFDB 

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/). Los aislamientos fueron clasificados según la técnica de 

tipificación genética Multilocus Sequence Typing (MLST), que se basa en la secuenciación de 

varios genes esenciales o housekeeping que están presentes en todas las cepas de una misma 

especie. Para la determinación del MLST se utilizó la base de datos del Bigsdb. Los aislamientos 

que no fueron seleccionado para secuenciación fueron sometidos a PCR y posterior secuenciación 

para la búsqueda de los genes mcr, carbapenemasa y los 7 genes para MLST, utilizando primers 

específicos (ver Anexo I). 

2. Correlación del perfil de resistencia con el genotipo de resistencia 

Para correlaciona el perfil de resistencia con el genotipo de resistencia se analizó el fenotipo de 

resistencia y se trató de explicar la resistencia encontrada a los antibióticos con genes de resistencia 

encontrados en base de datos, y con alteraciones en genes cromosomales que tuvieran relación 

conocida con resistencia a antibióticos (mutaciones puntuales, deleciones, inserciones o ausencia 

del gen).  

La resistencia a colistina fue analizada buscando el gen plasmídico mcr y los genes cromosomales 

relacionados con la resistencia a la misma: mgrB, phoP, phoQ, pmrA, pmrB y crrB. 

Los genes de β-lactamasa y sus variantes se evaluaron mediante el uso de la base de datos 

especifica Beta-Lactamase Data Base (Naas et al., 2017). 

El análisis in silico de las interrupciones o alteraciones en los loci cromosómicos se realizó 

utilizando la herramienta de búsqueda local básica de nucleótidos (BLASTn) del Centro Nacional 

de Información Biotecnológica (NCBI) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), alineando los 

genomas ensamblados contra la secuencia del gen tipo salvaje de Kp 30684/NJST258_2 (número 

https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder/
https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/
https://cgps.gitbook.io/pathogenwatch/technical-descriptions/typing-methods/kleborate
https://cgps.gitbook.io/pathogenwatch/technical-descriptions/typing-methods/kleborate
http://www.mgc.ac.cn/VFs/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_AHM80546


Materiales y métodos 

37 
 

de acceso en GenBank: CP006923). Los cambios a nivel de proteína fueron analizados utilizando 

la herramienta NCBI BLASTx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

3. Análisis de la relación genética entre los aislamientos 

3.1 Análisis del pangenoma 

El pangenoma bacteriano representa la totalidad de genes presentes dentro de un grupo de 

bacterias de la misma especie. Este concepto incluye tanto los genes conservados en todos los 

miembros de la especie, conocidos como el genoma núcleo, como los genes que son variables y 

específicos de algunos miembros, conocidos como el genoma accesorio. Para analizar el 

pangenoma de los aislamientos en estudiado, se utilizó el software Roary v3.13.0 

(https://www.sanger.ac.uk/science/tools/roary), una herramienta especializada en la creación de 

pangenomas de bacterias a partir de datos de anotaciones de múltiples genomas. Este programa 

emplea los archivos con extensión .gff obtenidos por Prokka, y compara todos los genomas que 

se le suministren dando como outputs gráficos y tablas resultantes de la comparativa, tales como 

presencia/ausencia de genes, entre otros (Page et al., 2015) 

3.2 Extracción de SNPs del genoma núcleo 

El genoma núcleo, genoma central o core genome, es el conjunto de genes que son conservados 

en todas las cepas de una especie bacteriana determinada. Para identificar y analizar las variantes 

genéticas presentes en el genoma núcleo de los aislamientos bacterianos estudiados, se realizó la 

extracción de los polimorfismos de un solo nucleótido (SNPs) utilizando el programa SNP-sites 

(https://www.sanger.ac.uk/tool/snp-sites/). Los SNPs son variaciones en un solo nucleótido que 

ocurren en una posición específica del genoma y representan una de las formas más comunes de 

variación genética entre individuos de la misma especie. SNP-sites es una herramienta diseñada 

para identificar y reportar SNPs a partir de alineamientos de secuencias múltiples. Para obtener 

las posiciones de los SNPs con SNP-sites se utilizó el alineamiento de los genes que comprenden 

el genoma núcleo obtenido por Roary (core_genome_snps_align core_gene_alignment.aln)  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.sanger.ac.uk/science/tools/roary
https://www.sanger.ac.uk/tool/snp-sites/
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3.3 Análisis filogenético 

El análisis filogenético se basó en la construcción de un árbol filogenético basado en las 

diferencias de SNPs del genoma core. Para la construcción del árbol se utilizó el software FastTree 

v2.1.11 (http://www.microbesonline.org/fasttree/), que permite generar árboles filogenéticos 

basados en el método de máxima verosimilitud. Este software calcula las relaciones filogenéticas 

entre las secuencias utilizando el archivo core_genome_snps_align.snp_sites.aln obtenido por 

SNP-site y devuelve el archivo con extensión .nwk que contiene la representación del árbol 

filogenético en formato texto. Para visualizar el árbol se usó el programa MEGA v8.0 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) (Price et al., 2010) (Kumar et al., 2018). Para comparar la 

deferencia en el número de SNPs se construyó una matriz utilizando el output de SNP-site con 

extensión .vcf. 

4. Análisis de las plataformas genéticas plasmídicas  

Las secuencias plasmídicas fueron comparadas utilizando los programas BRIG (BLAST Ring 

Image Generator) (https://sourceforge.net/projects/brig/) y Artemis Comparison Tool (ACT) 

(https://sanger-pathogens.github.io/Artemis/ACT/). BRIG fue empleado para generar imágenes 

circulares comparativas de las secuencias plasmídicas. Este software permite la visualización de 

alineamientos de secuencias múltiples en un formato gráfico intuitivo, facilitando la identificación 

de regiones conservadas y divergentes entre diferentes plásmidos. Por otro lado, Artemis 

Comparison Tool se utilizó para realizar comparaciones detalladas entre secuencias plasmídicas 

mediante la generación de gráficos de alineamiento basados en BLAST. Esta herramienta permite 

explorar y analizar alineamientos de secuencias de manera interactiva, proporcionando 

funcionalidades avanzadas para la anotación y visualización de datos genómicos (Alikhan et al., 

2011) (Carver et al., 2005). Además, también se utilizó la herramienta BLAST 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para comparar las secuencias plasmídicas mediante los 

valores de porcentaje de identidad y cobertura. Para la representación y visualización de regiones 

específicas de las secuencias plasmídicas se utilizó el programa Easyfig 

(https://mjsull.github.io/Easyfig/).  

http://www.microbesonline.org/fasttree/
https://sourceforge.net/projects/brig/
https://sanger-pathogens.github.io/Artemis/ACT/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://mjsull.github.io/Easyfig/
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5. Complejos metálicos y colistina 

Los compuestos que fueron evaluado en su capacidad de inhibir y/o erradicar el biofilm fueron, 

por un lado, complejos metálicos sintetizados y caracterizados por la catedral de inorgánica de la 

Facultad de Química, dentro de los cuales se incluyeron 9 sulfonamidas heterocíclicas 

acomplejados con Cu o Ag y 7 compuestos polioles acomplejados con Cu, Zn, Co o Ni. Por otro 

lado, también se incluyó el polipéptido colistina, en el cual se evaluaron cepas de Kp sensibles y 

resistentes a colistina. Los compuestos y sus características se muestran en la tabla 2. Debido a la 

baja polaridad de los complejos metálicos, estos tuvieron que ser disueltos en Dimetilsulfóxido 

(DMSO). Además, el set de complejos polioles tuvo que ser expuestos a baño de ultrasonidos 

durante 2 a 3 horas para lograr la disolución completa. La colistina (Sigma L: 49H0635, 100mg 

Potencia: 19740 UI/mg) fue disuelta en agua desionizada estéril.  

Tabla 2. Características de los compuestos que se evaluaron en su capacidad antibiofilm 

Tipo de 
compuesto 

Compuesto 
Masa 

molecular 
(g/mol) 

Solvente 
Solución 

stock 
(μg/mL) 

Polipéptido Colistina 1155.45 Agua 5120 

Cu-
sulfonamidas 

Cu-sulfametoxazol (1) 
marrón verdoso 

586.12 DMSO 5120 

Cu-sulfametoxazol (2) 
marrón 

586.12 DMSO 5120 

Cu-sulfadiazina 580.06 DMSO 2560 

Cu-sulfacloropiridazina 648.98 DMSO 5120 

Cu-sulfametazina 636.14 DMSO 5120 

Cu-sulfametizol 620.16 DMSO 1280 

Ag-SCP --- DMSO 200 

Ag-SMX --- DMSO 200 

Ag-SCN-SCP --- DMSO 200 

M-Polioles 

Cu-manitol 821.00 DMSO 200 

Cu-sorbitol 857.00 DMSO 200 

Co-sorbitol 858.70 DMSO 200 

Zn-xylitol --- DMSO 200 

Cu eritritol --- DMSO 200 

Cu-xylitol --- DMSO 200 

Ni-sorbitol --- DMSO 200 
Aclaraciones: M: metal, SCP: sulfacloropiridazina; SMX: sulfamoxol; SCN: tiocianato; DMSO: 

Dimetilsulfoxido. 
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5.1 Concentración inhibitoria mínima  

Para determinar la CIM a colistina en los aislamientos en estudio se realizó el ensayo de 

microdilución en caldo (ensayo de referencia) siguiendo las recomendaciones de las guías 

internacionales EUCAST y CLSI (EUCAST & CLSI, 2016).. La droga utilizada fue Colistin 

sulfato Sigma L: 49H0635, 100mg Potencia: 19740UI/mg = 655,368 μg/mg. Se utilizó la cepa 

E.coli ATCC 25922 como control de sensibilidad y una cepa E.coli con el gen plasmídico mcr-1 

como control de resistencia. El rango de concentraciones ensayado fue 0,25 a 512 μg/mL. Para la 

interpretación de los resultados se utilizaron los puntos de corte que establece el documento guía 

EUCAST 2022 (EUCAST, 2022). 

Para el resto de los compuestos la CIM se determinó por método de microdilución en caldo, de 

modo similar al ensayo con colistina. A partir de un inóculo fresco en fase exponencial de 

crecimiento se prepara una suspensión equivalente al 0.5 MacFarland de cada aislamiento a 

ensayar. Se hace una dilución 1/100 del inóculo y se dispensan 100 μl del inóculo en cada pocillo 

(concentración de inóculo 1,5x106 UFC/mL). Se llenan tantos pocillos como cantidad de 

disoluciones de compuesto a ensayar, más uno que sirve como control de crecimiento. Se 

prepararon las diluciones seriadas de los compuestos y se dispensó 100 μl en cada pocillo 

(concentración final de inóculo 2-8 x105 UFC/mL). Se incubó la placa con tapa estéril por 16-20 

horas a 37°C en atmósfera aerobia. La CIM se determinó como la concentración más baja de 

antibiótico que inhibe completamente el crecimiento del organismo en los pocillos de 

microdilución detectados visualmente. 

6. Producción de biofilm  

Para analizar la capacidad de producción de biofilm de los aislamientos se utilizó un método 

basado en la capacidad bacteriana de adherirse a las paredes de una policubeta de poliestireno y 

luego mediante tinción con cristal violeta medir de manera indirecta el biofilm formado. El ensayo 

se realizó siguiendo los pasos de los protocolos descritos por O’Toole y Naves con modificaciones 

(O’Toole, 2011) (Naves et al., 2008). Con el fin de avaluar las mejores condiciones para la 

producción de biofilm, se realizó el ensayo usando diferentes medios de cultivos y distinto tiempos 

de incubación. Los medios de cultivo probados fueron TSB (glucosa 2,5g/L, NaCl 5g/L, K₂HPO₄ 

2,5g/L, digerido pancreática de caseína 17g/L, digerido papaico de soja 3g/L), LBB (NaCl 10g/L, 
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extracto de levadura 5g/L, peptona 10g/L, pH 7.5) y M9 (Na₂HPO₄ 6,7g/L, NaCl 0,5g/L, KH2PO4 

3g/L, NH4Cl 1g/L, MgSO4 2mM, CaCl2 0.1mM) con y sin glucosa al 20%. Los tiempos de 

incubación fueron 24 y 48hs.  

A partir de un cultivo puro y fresco, se inoculó cada cepa a ensayar en 3 mL de medio de cultivo 

líquido y se incubó durante 24 horas a 35 °C. Los cultivos obtenidos se ajustaron a la misma densidad 

óptica (DO600nm equivalente a 0,5 McFarland) y se diluyeron 1/1000 en medio de cultivo. Se añadieron 

200 µL de cada inóculo diluido a los pocillos de la placa (Placa Aglutinación 96 pocillos, fondo 

plano, Deltalab), por quintuplicado. 

Luego de incubar durante 24 o 48 horas, se descartó el contenido de la placa utilizando pipeta 

automática, cuidando de no tocar el biofilm con la punta de la pipeta. Cada pocillo fue lavado tres 

veces con 200 µL de suero fisiológico, también con pipeta automática. 

Finalizados los lavados, la placa se dejó secar colocándola boca abajo sobre una superficie cubierta 

con papel absorbente y golpeando suavemente para retirar la mayor cantidad posible del líquido 

residual. Posteriormente, se añadieron 200 µL de cristal violeta al 0,1% y se dejó reposar durante 20 

minutos a temperatura ambiente. 

El exceso de colorante se retiró con pipeta automática, evitando salpicaduras, y se realizaron tres 

lavados con suero fisiológico. La placa se dejó secar nuevamente de la forma descrita anteriormente. 

El cristal violeta retenido en las paredes de los pocillos se disolvió añadiendo etanol al 95% durante 

10 minutos. Finalmente, se midió la DO590nm en un lector de placas Multiskan EX (Thermo Scientific). 

El ensayo se realizó dos veces. Se utilizo como control negativo 6 pocillos que recibieron el mismo 

tratamiento que el resto, pero con el agregado de medio de cultivo en lugar de inóculo. Para el 

análisis de los resultados fueron considerados los conjuntos de datos para cada experimento 

cuando el coeficiente de variación (CV) fue menor al 30%. 

Se evaluó la formación de biofilm de los aislamientos usando el medio de cultivo y el tiempo de 

incubación que mostro mayor biomasa en la formación de biofilm. 

Los aislamientos se clasificaron teniendo en cuenta su capacidad de producción de biofilm en 

categorías según el valor de DO590nm obtenido. Se consideran como no productores cuando la DO 

es ≤ DOc (siendo DOc = DOcontrol negativo + 3 desviaciones estándar), débil productor de 

biofilm cuando DOc < DO ≤ 2xDOc, moderado productor de biofilm cuando 2xDOc < DO ≤ 

4xDOc y fuerte productor de biofilm cuando DO > 4xDOc (Stepanović et al., 2000).  
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7. Evaluación de compuestos en su capacidad antibiofilm  

Para la evaluación de la actividad antibiofilm, se efectuaron ensayos de inhibición y erradicación 

de biofilm empleando la cepa 54-1. Los compuestos evaluados fueron los que se detallan en la 

Tabla 2. En los ensayos de inhibición de biofilm por acción de la colistina se utilizó además la 

cepa 54-2 y 5 cepas de Kp resistente a colistina, previamente caracterizados por el grupo de trabajo 

(ver tabla 3).  

 

 

 

Tabla 3. Características clínicas y fenotípicas de los aislamientos de Kp resistentes a colistina 

   CIM (mg/L) por Vitek 

CIM 

(mg/L) 

por 

MDC 

Aislamiento Año  Sitio TZP CTX CAZ GM AMK CIP IMP MEM COL 

M1366 2016 Orina ≥128 (R) ≥64 (R) ≥64 (R) 4 (R) ≥64 (R) ≥4 (R) 2 (I) 4 (R) 32 (R) 

FQ1180366  2017 Orina ≥128 (R) ≥64 (R) ≥64 (R)  16 (R) ≥64 (R) ≥4 (R) ≥16 (R) 8 (R) 
≥128 
(R) 

FQ38879 2017 SD ≥128 (R) 8 (R) 16 (R) 2 (I) 16 (R) ≥4 (R) ≥16 (R) ≥16 (R) 64 (R) 

M1604 2017 
Hisopado 

rectal 
≥128 (R) ≥64 (R) ≥64 (R) ≤1 (S) 16 (R) ≥4 (R) 4 (R) 4 (R) 16 (R) 

24Kp09 2018 
Hisopado 

rectal 
≥128 (R) ≥64 (R) ≥64 (R) ≤1 (S) 8 (S) ≥4 (R) ≤0.25 (S) 

≤0.25 

(S) 
16 (R) 

Aclaraciones: CIM: concentración inhibitoria mínima, TZP: Piperacillina/tazobactam, CTX: Cefotaxime, CAZ: 

Ceftazidime, GM: Gentamicina, AMK: Amicacina, CIP: Ciprofloxacina, IMP: Imipenem, MEM: Meropenem, 

COL: colistina, MDC: Microdilución en Caldo, S: susceptible, R: resistente, I: intermedio, SD: sin datos. 

7.1 Inhibición de Biofilm 

El ensayo se realizó siguiendo el método estático con técnica de cristal violeta. A partir de un 

cultivo puro y fresco, se inoculó cada cepa a ensayar en 3 mL de medio de cultivo líquido y se 

incubó durante 24 horas a 35 °C. Los cultivos obtenidos se ajustaron a la misma densidad óptica 

(DO600nm equivalente a 0,5 McFarland) y se diluyeron 1/1000 en medio de cultivo. Por otro lado, 

se prepararon diluciones seriadas de los compuestos a evaluar en medio de cultivo. A cada pocillo 

se añadieron 100 µL del inóculo diluido y 100 µL de la dilución correspondiente del compuesto. 

Cada concentración fue evaluada por triplicado. La placa se cubrió con su tapa estéril y se incubo 

por 24 horas a 37°C.  Luego de la incubación, la placa se manipuló siguiendo los mismos pasos 

de lavado, tinción y lectura descritos en el procedimiento de formación de biofilm. Los ensayos 
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se realizaron por duplicado. En cada experimento se incluyeron pocillos con medio de cultivo sin 

inóculo, como control negativo (blanco), y pocillos con inóculo sin agregado de compuesto, como 

control de biofilm. Tambien se ensayó un control con DMSO a la misma concentración presente 

en cada una de las condiciones evaluadas para determinar su comportamiento frente al biofilm. 

Las concentraciones ensayadas fueron para inhibición por colistina, en aislamientos sensibles 0.5 

a 0.0625 µg/mL y para los aislamientos resistentes 0.125 a 16 µg/mL, excepto en los aislamientos 

24Kp09 y M1604, donde el rango fue 0.125 a 8 µg/mL. Para los polioles, se evaluó un rango de 1 

a 16 µg/mL; para los complejos de Cu-sulfonamidas, el rango fue de 40 a 320 µg/mL; y para los 

complejos de Ag-sulfonamidas, de 1 a 8 µg/mL.  

Para representar los resultados, se graficó el porcentaje de inhibición de biofilm en función de la 

concentración de compuesto evaluada. El cálculo se realizó mediante la fórmula: porcentaje de 

inhibición = 100 – ((DO biofilm formado en presencia de compuesto x 100) / DO biofilm formado 

en ausencia de compuesto). 

Para el análisis estadístico se utilizó el software Graphpad Prism v6.0c (GraphPad Software Inc., 

USA) (https://www.graphpad.com/). Para la comparación de las concentraciones de los 

compuestos se usó el test múltiple de t de student y el método Holm-Sidak, con alfa < 0.05.  

7.2 Erradicación de Biofilm 

Para los ensayos de erradicación de biofilm, se seleccionaron los compuestos que mostraron 

mejores resultados en los ensayos de inhibición de biofilm, los cuales se enfrentaron al biofilm de 

la cepa 54-1. El biofilm se formó previamente en placas de 96 pocillos, en condiciones estáticas, 

según el procedimiento de formación de biofilm.  Una vez establecido el biofilm, los pocillos 

fueron lavados y secados como se detalló en el procedimiento de formación de biofilm, y se 

añadieron 200 µL de cada concentración de los compuestos a ensayar, por triplicado. La placa se 

incubó durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente, el contenido de los pocillos fue retirado con 

pipeta automática y la placa fue lavada y secada como se describe en el procedimiento de 

formación de biofilm. Finalmente, el biofilm se tiñó 200 µL con cristal violeta y se continuó con 

el mismo procesamiento ya descrito en el procedimiento de formación de biofilm.  

En cada experimento se incluyeron pocillos con medio de cultivo sin inóculo, como control 

negativo (blanco), y pocillos con inóculo sin agregado de compuesto, como control de biofilm. 

https://www.graphpad.com/
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Los polioles metálicos y las sulfonamidas de Ag, se evaluaron en concentraciones de 0.25 a 2 

μg/mL. En el caso de las sulfonamidas de Cu, se probaron concentraciones en el rango de 2 a 16 

μg/mL. Para cada ensayo se incluyó un control con DMSO a la misma concentración presente en 

cada una de las condiciones evaluadas.  

Para representar los resultados, se graficó el porcentaje de erradicación de biofilm en función de 

la concentración de compuesto evaluada. El cálculo se realizó mediante la fórmula: porcentaje de 

erradicación = 100 – ((DO biofilm en presencia de compuesto x 100) / DO biofilm en ausencia de 

compuesto). Los datos se analizaron estadísticamente de igual forma que en el ensayo de 

inhibición de biofilm. 
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Resultados y discusión 

Estudio de los antibiotipos 

Todos los aislamientos en estudio presentaron resistencia a los antibióticos β-lactámicos y al 

trimetoprim/sulfametoxazol, con valores de CIM elevados. En cuanto al resto de los antibióticos, 

los aislamientos presentaron diferentes grados de sensibilidad. En base a los perfiles de resistencia, 

se identificaron cinco antibiotipos, de los cuales seis fueron clasificados como XDR, y uno como 

PDR (Tabla 4). Los aislamientos 54-1 y 54-2 difirieron en la CIM de las cefalosporinas de tercera 

y cuarta generación. Se observó que el aislamiento Kp21 presentó una CIM más baja en la 

cefalosporina de cuarta generación, en imipenem y meropenem. Además, el aislamiento Kp23 

mostró resistencia a todos los antibióticos ensayados, incluyendo aztreonam, siendo el único 

clasificado como PDR (Tabla 4). 

Tabla 4. Clasificación de los aislamientos en distintos antibiotipos según su CIM a β-lactámicos, 

aminoglucósidos, fluoroquinolonas y glicilciclina 

Aislamiento Antibiotipo 
C3G C4G Carbapenems Aminoglucósidos Quinolona Monobactam 

CLF 
CRO CAZ FEP IMP MEM AK GE CIP ATM 

54-1 1 4 8 2 4 1 4 >16 >4 S/D XDR 

54-2 2 >64 >64 >64 4 1 <2  >16 >4 S/D XDR 

Kp21 3 >64 >64 4 8  8 >32 >16 >4 S* XDR 

Kp16 

4 >64 >64 >32  >16 >16 >32 >16 >4 S* XDR Kp20 

Kp22 

Kp23 5 >64 >64 >32  >16 >16 >32 >16 >4 4 PDR 

Aclaraciones: Los valores de CIM son los obtenidos con el equipo  automatizado Vitek. Se marca en rojo cuando el 

valor de CIM se interpreta como resistente, en azul cuando se interpreta como intermedio y en verde cuando se 

interpreta como sensible, C3G: cefalosporina de 3era generación, C4G: cefalosporina de 4ta generación, CLF: 

clasificación, CRO: ceftriaxona, CAZ: ceftazidime, FEP: cefepime, IMP: imipenem, MEM: meropenem, AK: 

amicacina, GE: gentamicina, CIP: ciprofloxacina, ATM: aztreonam, COL: colistina, S/D: sin dato; S: sensible, *: 

realizado por método de disco difusión.  

Todos los aislamientos fueron productores de carbapenemasa, dos de ellos (54-1 y 54-2) expresan 

la serin carbapenemasa KPC y los otros cinco la métalo carbapenemasa NDM. Además, dos de 

ellos (54-2 y Kp23), resultaron ser también productores de β-lactamasa de espectro extendido.   

Considerando los diferentes antibiotipos se seleccionaron 5 aislamientos para la secuenciación del 

genoma completo. Se eligieron los aislamientos 54-1 y 54-2 (antibiotipo 1 y 2) que tienen distinto 
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perfil de resistencia a los β-lactámicos, son parte del mismo brote y tienen diferente morfotipo de 

colonia, para su comparación genómica. Por otro lado, dentro del grupo de los aislamientos 

productores de metalocarbapenemasa, se secuenciaron los genomas de los aislamientos Kp21 

(antibiotipo 3) que presenta un perfil diferente de resistencia a carbapenémicos y al cefepime, el 

aislamiento Kp20 como representante del antibiotipo 4 y el aislamiento Kp23 (antibiotipo 5) que 

es el único clasificado como PDR.  

Determinación de la CIM al colistin 

Los ensayos de microdilución en caldo para la colistina mostraron que los aislamientos 54-1 y 54-

2 eran sensibles, con una MIC = 1μg/mL, mientras que los aislamientos Kp16, Kp20, Kp21, Kp22 

y Kp23 fueron resistentes con valores de MIC entre 16μg/mL y 128μg/mL (Tabla 5). 

Tabla 5. Resultados del ensayo de microdilución en caldo para colistina. 

Aislamiento 
Concentración de antibiótico (μg/mL) 

CP 
CIM 

(μg/ml) 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 

E.coli ATCC 25922 X X X  -    -    -    -    -    -    -    -   X 1 

24Ec05 (mcr 1) X X X X X X  -    -    -    -    -   X 8 

54-1 X X X  -    -    -    -    -    -    -    -   X 1 

54-2 X X X  -    -    -    -    -    -    -    -   X 1 

Kp16 X X X X X X X X  -    -    -   X 32 

Kp20 X X X X X X X X X X -  X 128 

Kp21 X X X X X X X X  -    -    -   X 32 

Kp22 X X X X X X X X  -    -    -   X 32 

Kp23 X X X X X X X  -    -    -    -   X 16 

CN  -    -    -    -    -    -    -    -    -    -    -      

Aclaraciones: Control sensible: E. coli ATCC 25922, control resistente: 24Ec05 (mcr-1), CN: control negativo (medio 

de cultivo sin inóculo bacteriano), CP: control de crecimiento (inóculo bacteriano sin agregado de colistina). Se 

muestra con un X los pocillos donde hubo crecimiento bacteriano y con – los pocillos donde no se observa 

crecimiento. La MIC se determinó como el primer pocillo donde no se observa crecimiento bacteriano  
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1. Caracterización genómica de los aislamientos 

1.1 Secuenciación de genomas completos 

En este proyecto de tesis se secuenciaron 5 genomas completos de Kp mediante metodología de 

Illumina y Nanopore. Los datos obtenidos a partir de la secuenciación fueron procesados y 

ensamblados utilizando herramientas bioinformáticas avanzadas, logrando ensamblajes pulidos 

de alta calidad. Los parámetros de calidad de los genomas secuenciados y ensamblados se 

encuentran en las tablas 6 y 7. Como se puede observar en la tabla 7, los aislamientos 54-1 y 54-

2 presentan un número bajo de contigs (6), lo que indica ensamblajes de alta calidad. En contraste, 

los aislamientos Kp20, Kp21 y Kp23 tienen entre 11 y 17 contigs, reflejando un ensamblaje más 

fragmentado, que podría estar relacionado con factores técnicos, como menor cobertura de 

secuenciación, o con características genómicas específicas de los aislamientos, como la presencia 

de elementos repetitivos, elementos transponibles, secuencias de inserción, entre otras (Peona et 

al., 2021). 

Las longitudes totales de los ensamblajes oscilan entre 5.5 y 6.1 Mbp. Estudios previos indican 

que el tamaño promedio del genoma de Kp varía entre 5.0 y 6.5 Mbp, dependiendo de la cepa y 

de los elementos genéticos móviles presentes (Pei et al., 2022). Por tanto, las longitudes 

observadas están dentro del rango esperado, aunque el tamaño mayor de Kp23 podría indicar la 

presencia de plásmidos grandes, islas genómicas o regiones con ADN repetitivo. El contenido GC 

en los ensamblajes varía ligeramente entre 56.5% y 57.3%. Esto concuerda con el rango reportado 

para Kp, cuyo contenido GC típico es de aproximadamente 57% (Rafiq et al., 2016).  

Los valores N50 y L50 son consistentes con ensamblajes de alta calidad, especialmente en 54-1 y 

54-2, con N50 superiores a 5.2 Mbp y L50 de 1. Estos resultados indican que casi todo el genoma 

está contenido en contigs largos y bien ensamblados. Por otro lado, Kp23 tiene un N50 más bajo 

(4.0 Mbp), lo que refleja una mayor fragmentación del ensamblaje. 

Un aspecto para destacar de este estudio es el logro de obtener genomas completamente cerrados 

para los aislamientos 54-1 y 54-2, tanto de la secuencia cromosómica como de los plásmidos. 

Estos ensamblajes proporcionan una representación completa y continua de los genomas, 

eliminando las incertidumbres asociadas a brechas o fragmentos sin resolver. Por otro lado, 
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aunque los genomas de los aislamientos Kp20, Kp21 y Kp23 no están completamente cerrados, 

sus ensamblajes son igualmente de alta calidad, como lo demuestra su bajo número de contigs 

(entre 11 y 17) y valores de N50 cercanos al tamaño del genoma completo de Kp. Si bien las 

secuencias cromosómicas no están cerradas, sí se logró obtener plásmidos circulares cerrados, por 

lo tanto, estos ensamblajes son adecuados para los estudios comparativos y de diversidad genética. 

Tabla 6. Parámetros de calidad de los genomas secuenciados  

Aislamiento 
54-1 54-2 Kp20 Kp21 Kp23 

N° genes  % N° genes  % N° genes  % N° genes  % N° genes  % 

Completos  434 98.7 434 98.7 434 98.7 434 98.7 435 98,9 

Completos en 
copia única  

432 98.2 432 98.2 432 98.2 432 98.2 433 98,4 

Completos 
duplicados  

2  0.5 2  0.5 2  0.5 2  0.5 2  0.5 

Fragmentados 1  0.2 1 0.2 1  0.2 1  0.2 1  0.2 

No encontrados 5  1.1 5  1.1 5  1.1 5  1.1 4 0,9 

Aclaraciones: Parámetros obtenidos con BUSCO v5.3.0. %: porcentaje de genes encontrados respecto a un genoma 

de referencia de Kp.  

 

Tabla 7. Parámetros de calidad de los genomas ensamblados  

Aislamiento 
Numero 

de 
contigs 

Largo de 
secuencia 

(pb) 

Contenido 
GC (%) 

N50  L50  
Genoma 
cerrado 

% de 
integridad 

Contaminación 
% de 

calidad 

54-1 6 5.573.355 57,3 5.241.028 1 Si 97,2 0,9 92,7 

54-2 6 5.580.277 57,3 5.240.925 1 Si 97,2 0,9 92,7 

Kp20 12 5.773.184 57,0 5.036.565 1 No 97,2 0,9 92,7 

Kp21 11 5.744.288 57,1 5.031.436 1 No 97,2 0,9 92,7 

Kp23 17 6.118.531 56,5 4.005.091 1 No 97,2 0,9 92,7 
Aclaraciones: Parámetros obtenidos con la herramienta web Microbial Genome Atlas (MiGA) 

1.2 Anotación de los genomas 

La anotación de los genomas permitió conocer el número de secuencias codificantes (SCD), genes 

de ARN de transferencia y genes de ARN ribosomal (Tabla 8). Los valores de SCD obtenidos 

varían entre 5482 y 6118. Los genomas cerrados (54-1 y 54-2) presentan un número ligeramente 

menor de CDS en comparación con los ensamblajes no cerrados. Esto puede atribuirse a que los 

genomas no cerrados incluyen regiones adicionales que podrían contener genes funcionales o 

pseudogenes, derivados de elementos genéticos móviles o regiones repetitivas. Así como también 
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contener mayor número de genes accesorios como ser genes de resistencia, genes de virulencia, 

plásmidos y otros elementos relacionados con la transferencia horizontal de genes (Rocha et al., 

2022). El mayor número de CDS en Kp23 (6118) es consistente con su mayor longitud genómica 

(6.1 Mpb). Sin embargo, los valores generales de CDS en todos los aislamientos están en línea 

con los reportados para Kp, cuyo número promedio de CDS típicamente varía entre 5000 y 6000 

(Martin & Bachman, 2018). En todos los aislamientos se identificaron 25 genes de ARNr, lo cual 

es característico de Kp. El número de genes de ARNt también es consistente entre los aislamientos 

(ATCC 15380, 2023)(ATCC 700721, 2022).  

Tabla 8. Características de los genomas anotados 

Aislamiento 
Numero de 

contigs 
Largo de la 

secuencia (pb) 
CDS ARNr ARNt 

54-1 6 5.573.355 5482 25 89 

54-2 6 5.580.277 5506 25 89 

Kp20 12 5.773.184 5688 25 90 

Kp21 11 5.744.288 5628 25 90 

Kp23 17 6.118.531 6118 25 90 

 Aclaraciones: CDS: secuencias codificantes, ARNr: ARN ribosomal. ARNt: ARN de transferencia.  

1.3 Análisis genómico  

Los aislamientos fueron caracterizados basado en la portación de genes de resistencia, de genes 

de virulencia, contenido de plásmidos, Multilocus Sequence Typing (MLST) y el tipo capsular.  

1.3.1 Determinantes de resistencia 

Los resultados de los genes de resistencia y mutaciones puntuales se presentan en las tablas 9 y 

10. Como se puede observar en todos los aislamientos se identificó una amplia variedad de genes 

de resistencia a aminoglucósidos, β-lactámicos, fluoroquinolonas, sulfonamidas y trimetoprima.  

Los aislamientos productores de KPC-2 (54-1 y 54-2) presentaron los mismos genes de resistencia, 

con la excepción del gen de β-lactamasa de espectro extendido blaCTX-M-15, que se detectó 

únicamente en el aislamiento 54-2. Además, ambos aislamientos comparten las mismas 

mutaciones puntuales en los genes acrR y las porinas ompK36 y ompK37, los cuales está asociado 

con resistencia a fluoroquinolonas y β-lactámicos respectivamente (Schneiders et al., 2003) 

(Doménech-Sánchez et al., 1999). 
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En los tres aislamientos productores de NDM se detectó la presencia del gen blaNDM-5. Los 

aislamientos Kp20 y Kp21 exhiben un perfil idéntico de genes de resistencia. Sin embargo, el 

aislamiento Kp23 presenta de forma adicional los genes de β-lactamasa de espectro extendido 

blaCTX-M-15 y blaCTX-M-172, junto con los genes qnrB y aac(6')-Ib-cr, los cuales confieren resistencia 

quinolonas y aminoglucósidos. Además, en los 3 aislamientos se identificaron las mismas 

mutaciones puntuales en los genes gyrA, parC, accR, ompK36 y ompK37.  

Tabla 9. Genes de resistencia a antibióticos en los genomas secuenciados 

Aislamiento 54-1 54-2 Kp20 Kp21 Kp23 

 blaSHV-11 blaSHV-11 blaSHV-28 blaSHV-28 blaSHV-28 

β-lactámicos 

blaTEM-1B blaTEM-1B blaTEM-1B blaTEM-1B blaTEM-1B 

blaOXA-1 blaOXA-1     blaOXA-1 

  blaCTX-M-15    
blaCTX-M-15 

blaCTX-M-172 

    blaNDM-5 blaNDM-5 blaNDM-5 

blaKPC-2 blaKPC-2       

Aminoglucósidos 

aac(3)-IId aac(3)-IId       

    aadA2 aadA2 aadA2/A1 

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

aph(3')-Ia aph(3')-Ia    

    aph(3')-ib aph(3')-ib aph(3')-ib 

    aph(6')-Id aph(6')-Id aph(6')-Id 

    rmtB rmtB rmtB 

Sulfonamidas y 
Trimetoprima 

sul1 sul1 sul1 sul1 sul1 

    sul2 sul2 sul2 

    dfrA12 dfrA12 dfrA12 

    dfrA14 dfrA14 dfrA14 

dfrA30 dfrA30     

Quinolonas 

gyrA-83I gyrA-83I gyrA-83I gyrA-83I gyrA-83I 
  gyrA-87N gyrA-87N gyrA-87N 

parC-80I parC-80I parC-80I parC-80I parC-80I 

qnrB1 qnrB1     qnrB1 

OqxA OqxA OqxA OqxA OqxA 

OqxB OqxB OqxB OqxB OqxB 

Macrólidos 
mph(A) mph(A) mph(A) mph(A) mph(A) 

  ermB ermB ermB 

Tetraciclinas tetA/D tetA/D    

Fosfomicina fosA6 fosA6 fosA6 fosA6 fosA6 
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Tabla 10. Mutaciones puntuales asociadas a resistencia antimicrobiana 

Aislamiento 54-1 54-2 Kp20 Kp21 Kp23 

acrR 

P161R P161R P161R P161R P161R 

G164A G164A G164A G164A G164A 

F172S F172S F172S F172S F172S 

R173G R173G R173G R173G R173G 

L195V L195V L195V L195V L195V 

F197I F197I F197I F197I F197I 

K201M K201M K201M K201M K201M 

ompK36 

N49S N49S N49S N49S N49S 

L59V L59V L59V L59V L59V 

G189T G189T T184P T184P T184P 

F198Y F198Y    

F207Y F207Y    

A217S A217S    

T222L T222L    

D223G D223G    

E232R E232R    

N304E N304E    

ompK37 

I70M I70M I70M I70M I70M 

I128M I128M I128M I128M I128M 

N230G N230G N230G N230G N230G 

Aclaraciones: datos obtenidos de la base de datos del Center for genomic epidemiplogy. 

La presencia de Kp productora de NDM en nuestro país ha aumentado de forma considerable en 

los últimos años, siendo la variante NDM-1 la única reportada hasta el momento.  

NDM-5 se distingue de otras variantes por las mutaciones puntuales en las posiciones 88 

(Val→Leu) y 154 (Met→Leu) de la proteína. Esta variante fue identificada por primera vez en 

Reino Unido de un aislamiento multirresistente de Escherichia coli de un paciente que había 

estado internado en la India (Hornsey et al., 2011).  Desde entonces, se ha diseminado en todo el 

mundo en distintos hospederos, siendo más prevalente en E. coli y con frecuencia se encuentra en 

plásmidos de tipo IncX3 (Wu et al., 2019) (Hu et al., 2022). En Kp, NDM-5 ha sido reportada en 

varias regiones del mundo como causante de brotes intrahospitalarios, asociado a clones 

epidémicos de alto riesgo, como los asociados al CC258 y el ST307 (Zhu et al., 2024) (Álvarez et 

al., 2024). Por otro lado, se ha observado que Kp portadora de blaNDM-5 muestra niveles más altos 

de resistencia a los antibióticos en comparación con aquella que portan blaNDM-1 (Hornsey et al., 

2011). En Argentina, la detección de Kp productora de NDM-5 fue recientemente reportada en un 

plásmido de tipo IncFII (Alvarez et al., 2024), similar a lo que se describe en este trabajo. En 

nuestro país la aparición de NDM-5 en Kp fue reportada por primera vez por Papa-Ezdra y sus 
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colaboradores y por nuestro grupo de trabajo con los aislamientos de esta tesis (Papa-Ezdra et al., 

2024) (Magallanes et al., 2025). 

1.3.2 Detección de plásmidos 

La secuenciación de los aislamientos reveló la presencia de varios plásmidos pertenecientes a 

diferentes grupos de incompatibilidad, cuyas características se presentan en la Tabla 11.  

Tabla 11. Características de las secuencias plasmídicas 

Aislamiento 
cantidad de 
secuencias 
plasmídicas 

Grupo de 
incompatibilidad 

Contenido GC 
(%) 

Largo (pb) 
Secuencia 

circular 
(Cerrado) 

54-1 5 

IncFIB(K)/IncFII(K) 52,8 199.521 Si 

IncFIB(pQil) 54,2 69.570 Si 

IncN 52,9 55.144 Si 

N/D 52,0 8.816 Si  

N/D 43,1 7.111 Si 

54-2 5 

IncFIB(K)/IncFII(K) 52,8 200.720 Si 

IncFIB(pQil) 52,4 75.085 Si 

IncN 53,1 53.942 Si 

N/D 51,3 4.407 Si 

N/D -- 3.556 Si 

Kp20 5 

IncR / IncN 54.1 48.005 Si 

IncFIB(K)/IncFII 52.7 237.738 Si 

N/D 41.5 16.643 Si 

N/D 44.4 15.926 Si 

N/D 52.1 8.402 No 

Kp21 5 

IncR /IncN 54.1 47.977 Si 

IncFIB(K)/IncFII 52.7 237.717 Si 

N/D 41.3 16.659 Si 

N/D -- 3.459 No 

N/D -- 787 No 

Kp23 6 

IncR / IncN 54.1 47.980 Si 

IncFIB(K)/IncFII 52.2 228.063 No 

IncHI2/ IncHI2A/RepA 46.5 195.016 No 

N/D 47.0 122.692 No 

N/D 44.4 11.940 Si 

N/D 41.5 8.323 Si 

Aclaraciones: N/D: no detectado. 
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Los aislamientos 54-1 y 54-2 contienen cinco secuencias plasmídicas, de las cuales solo tres están 

asociadas a uno o más grupos de incompatibilidad. En ambos aislamientos, se obtuvieron las cinco 

secuencias plasmídicas cerradas. Como se muestra en la Tabla 11, ambos aislamientos contienen 

dos plásmidos con un único origen de replicación (IncN e IncFIB) y un plásmido de 

aproximadamente 200 kb que contiene dos orígenes de replicación (IncFIB(K) e IncFII(K)). 

Los aislamientos Kp20 y Kp21 contienen cinco secuencias plasmídicas cada uno, de las cuales 

dos fueron completamente cerradas. En el caso del aislamiento Kp23, se identificaron seis 

secuencias plasmídicas, y solo 3 de ellas se obtuvo en forma cerrada. Los 3 aislamientos 

presentaron plásmidos que contienen dos o más orígenes de replicación, (plásmidos 

multirreplicones). En todos los aislamientos se puede observar secuencias plasmídicas cuyos 

orígenes de replicación no se pudieron identificar. Diversos estudios han reportado la presencia 

de plásmidos sin grupo de incompatibilidad detectable en genomas de Kp. Las posibles causas 

incluyen la obtención de plásmidos incompletos o que no están cerrados, lo que impide la 

identificación del origen de replicación, así como la existencia de orígenes de replicación que aún 

no están caracterizados y/o incorporados en las bases de datos disponibles (W. Li et al., 2022).  

Todos los aislamientos presentaron plásmidos pertenecientes a los grupos de incompatibilidad 

comúnmente descriptos en enterobacterias (Carattoli, 2009). La presencia de plásmidos 

multirreplicones es de gran interés, se ha descrito que estos plásmidos surgen de la fusión de dos 

o más plásmidos simples, proporcionando una gran adaptabilidad en los entornos clínicos y 

aumentando la capacidad de los aislamientos resistentes de diseminarse (X. Wang et al., 2021).  

Se sabe que los distintos orígenes de replicación tienen rangos de hospederos determinados, y que 

la presencia de más de uno en un plásmido amplia el rango de hospedero que pueden alojar el 

plásmido mejorando la eficiencia de su movilización (Rozwandowicz et al., 2018).  

Algo interesante que se observa es que los plásmidos de gran tamaño (>100Kpb) tiene un %G+C 

igual o menor que los plásmidos más pequeños. Los plásmidos multirreplicones de gran tamaño 

portan una gran cantidad de genes de resistencia (más de 5), su valor bajo de G+C favorece su 

permanencia en la célula porque permite disminuir el costo asociado a la carga de plásmidos (Yano 

et al., 2019). 



Resultados y discusión 

54 
 

1.3.3 Factores de virulencia 

Todos los aislamientos presentaron genes de virulencia de localización cromosómica (Tabla 12). 

No se detectó ningún factor de virulencia plásmido. Se destaca la presencia de genes que codifican 

para fimbrias de tipo 1 y tipo 3, asociadas con la producción de biofilm. Entre los genes 

involucrados en la captación de hierro, se encuentran el gen iutA, relacionado con el sideróforo 

aerobactina, y los genes iroE e iroN, que forman parte del sistema del sideróforo salmochelina. 

Además, se identificaron los genes asociados con la biosíntesis (ent) y el transporte (fep y fes) del 

sideróforo enterobactina, un potente sistema de captura de hierro crucial para el crecimiento 

bacteriano en condiciones de limitación de este elemento (Paczosa & Mecsas, 2016). No se 

detectaron genes de virulencia relacionados con la hipermucoviscosidad, como rmpA y rmpA2, 

los cuales son típicamente responsables de la producción excesiva de cápsula, una característica 

clave de las cepas hipervirulentas de Kp (Chang et al., 2013). 

Tabla 12. Factores de virulencia presentes en los aislamientos secuenciados 

Aislamiento 54-1 54-2 Kp20 Kp21 Kp23 

Adherencia 

Fimbria tipo 3 

mrkABCDFHIJ 

Fimbria tipo 3 

mrkABCDFHIJ 

Fimbria tipo 3 

mrkABCDFHIJ 

Fimbria tipo 3 

mrkABCDFHIJ 

Fimbria tipo 3 

mrkABCDFHIJ 

Fimbria tipo 1 
fimABCDEFGHI

K 

Fimbria tipo 1 

fimABCDEFGHIK 

Fimbria tipo 1 

fimABCDEFGHIK 

Fimbria tipo 1 

fimABCDEFGHIK 

Fimbria tipo 1 

fimABCDEFGHIK 

Bomba de 
eflujo 

AcrAB AcrAB AcrAB AcrAB AcrAB 

Aerobactina iutA iutA iutA iutA iutA 

Enterobactina 

entABCDEFS entABCDEFS entABCDEFS entABCDEFS entABCDEFS 

fepABCDG fepABCDG fepABCDG fepABCDG fepABCDG 

fes fes fes fes fes 

Salmoquelina iroEN iroEN iroEN iroEN iroEN 

Regulación RcsAB RcsAB RcsAB RcsAB RcsAB 

Sistema de 

secreción tipo 
6 

tssABCDFGHJIK

LM 

tssABCDFGHJIKL

M 

tssABCDFGHJIKL

M 

tssABCDFGHJIKL

M 

tssABCDFGHJIKL

M 

ompA ompA ompA ompA ompA 

Resistencia al 

suero 
LPS rfb locus LPS rfb locus LPS rfb locus LPS rfb locus LPS rfb locus 

Aclaraciones: Los factores de virulencia que se muestran en la tabla fueron detectados por las bases de datos VFDB, 

Kleborate y BiGsdb.  
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El String Test fue negativo para todos los aislamientos, lo que está de acuerdo con la ausencia de 

genes relacionados con el fenotipo hipermucoviscoso (Hagiya et al., 2014). Si bien los 

aislamientos en este estudio tienen una amplia resistencia a los antibióticos detectándose incluso 

un fenotipo pan resistente, no se detectaron factores de virulencia relacionados con fenotipos 

hipervirulentos. Por otro lado, los factores de virulencia detectados se corresponden con los 

encontrados en aislamientos clínico causante de infección (B. Li et al., 2014). 

1.3.4 Análisis MLST y tipo capsular 

El estudio de MLST reveló que los aislamientos 54-1 y 54-2 pertenecen al secuenciotipo ST437, 

perteneciente al complejo clonal 258. Los aislamientos productores de NDM fueron clasificados 

como ST307. En cuanto al tipo capsular, los aislamientos 54-1 y 54-2 presentaron el tipo KL36 

y el alelo 109 del gen wzi. Por otro lado, los aislamientos Kp20, Kp21 y Kp23 mostraron el tipo 

capsular KL102 y el alelo 173 del gen wzi (Tabla 13).  

Tabla 13. Características genéticas de los aislamientos secuenciados. 

Aislamiento 54-1 54-2 Kp20 Kp21 Kp23 

MLST ST437 ST437 ST307 ST307 ST307 

K Locus (wzi) wzi109 wzi109 wzi173 wzi173 wzi173 

Tipo capsular KL36 KL36 KL102 KL102 KL102 

O LOCUS O4 O4 O1/O2v2 O1/O2v2 O1/O2v2 

MLST: Multilocus sequence type. 

En nuestro país, la mayoría de los aislamientos de Kp productores de carbapenemasa han sido 

pertenecientes al secuenciotipo ST258 o secuenciotipos relacionados pertenecientes al CC258  

(Garcia-Fulgueiras et al., 2020).  Sin embargo, el clon ST307 ha sido reportada recientemente en 

los países de América Latina asociada a cepas multirresistentes, productora de distintos tipos de 

carbapenemasas (Núñez-Samudio et al., 2022) (González-Espinosa et al., 2024). Este clon se 

considera de alto riesgo debido a su gran capacidad de diseminarse y de adquirir múltiples genes 

de resistencia (Wyres et al., 2019). Su éxito le ha permitido desplazar a otras clonas internacionales 

de alto riesgo en varias regiones, incluyendo a Colombia entre los piases de América Latina donde 

ha sido identificado como un clon endémico (Peirano et al., 2020). La detección de este clon de 

alto riesgo en Uruguay resulta preocupante, ya que evidencia su diseminación regional. Estos 

resultados resaltan la importancia de los estudios genómicos en los aislamientos clínicos y 
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subrayan la necesidad de implementar estrategias de vigilancia activa que permitan contener la 

propagación en el ambiente hospitalario. Sería de importancia ampliar el estudio con un número 

representativo de aislamientos de Kp en el país para evaluar si el clon ST307 está ganando terreno 

en Uruguay y determinar si al igual que ha sucedido en otros países, está ocurriendo un reemplazo 

del clon ST258. 
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2. Correlación del perfil de resistencia con el genotipo de resistencia 

En este estudio, se evaluaron cinco aislamientos de Kp, dos de los cuales 54-1 y 54-2 son 

productores de KPC y corresponden a un brote hospitalario del año 2011, mientras que los otros 

tres (Kp20, Kp21 y Kp23) son productores de NDM y fueron aislados en diferentes centros de 

salud en el año 2023. 

Los aislamientos 54-1 y 54-2 portan el gen de carbapenemasa blaKPC-2. La diferencia en el valor 

de la CIM a los β-lactámicos en estos aislamientos, se puede explicar por la presencia de la BLEE 

CTX-M-15 en 54-2, que le confiere niveles más alto de resistencia a las cefalosporinas de tercera 

y cuarta generación. 

Los aislamientos Kp20, Kp21 y Kp23, comparten el gen blaNDM-5. Estos aislamientos presentan 

valores de CIM similares a los antibióticos β-lactámicos, siendo el aislamiento Kp21 el que se 

muestra con valores más bajos, sugiriendo quizás una menor expresión de la enzima o de porinas 

y bombas de eflujo.  La cepa Kp23 es el único de este grupo que presenta resistencia al aztreonam. 

En Kp la resistencia a este antibiótico puede estar mediada por múltiples mecanismos, como ser, 

deleción o mutación de porinas, el aumento en la expresión de bombas de eflujo, la producción de 

BLEE, AmpC o de KPC, o incluso una combinación sinérgica de estos mecanismos. Aunque las 

mutaciones en ompK37 y ompK38 son idénticas en estos aislamientos, la presencia de CTX-M-15 

y CTX-M-172, en el aislamiento Kp23, son el principal determinante de su resistencia al 

aztreonam.  

Todos los aislamientos albergan genes de resistencia a aminoglucósidos: aadA2, aac(3)-IId, 

aph(3')-Ia, aph(3')-Ib, aph(6')-Id, aac(6')-Ib-cr y rmtB. Los genes aadA2, aph(3')-Ia, aph(3')-Ib, 

aph(6')-Id, codifican para enzimas modificadoras que inactivan a los aminoglucósidos, pero su 

especificidad está dada para ciertas moléculas como son kanamicina, neomicina, streptomicina y 

espectinomicina (Lin et al., 2024). Se ha descrito que aislamientos que presentan estos genes son 

igualmente sensibles a gentamicina y/o amicacina (El-Gebaly et al., 2021). Por otro lado, el gen 

rmtB en Kp codifica una metiltransferasa que modifica el ARN ribosómico 16S, confiriendo 

resistencia de alto nivel a varios aminoglucósidos, incluyendo amicacina, tobramicina y 

gentamicina (Sabtcheva et al., 2024), lo que podría explicar la resistencia a amicacina y 

gentamicina en Kp20, Kp21 y Kp23. De forma adicional, Kp23, 54-1 y 54-2 porta el gene aac(6')-

Ib-cr que codifica una variante de la enzima acetiltransferasa: aminoglucósido 6'-N-
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acetiltransferasa. Esta enzima confiere resistencia a kanamicina, amicacina y tobramicina, así 

como también, reduce la sensibilidad a algunas fluoroquinolonas, como ciprofloxacina y 

norfloxacina (Vaziri et al., 2020). Sin embargo, 54-1 y 54-2 son sensibles a la amicacina y 

resistentes a gentamicina. La resistencia a gentamicina en estos aislamientos podría deberse 

principalmente al gen aac(3)-IId. En la literatura se han reportado casos de Kp portadoras del gen 

aac(6')-Ib-cr que presentan susceptibilidad intermedia a amikacina (Díaz Q et al., 2004). Esto 

podría explicarse por mutaciones en la enzima que da lugar a alteración en el perfil de actividad 

de la misma, como demostraron Casin y col (Casin et al., 1998). 

Por otro lado, en todos los aislamientos la resistencia a ciprofloxacina esta respaldada en los 

genomas tanto por la presencia de la bomba de eflujo OqxAB como por las mutaciones puntuales 

en los genes gyrA y parC. Se ha descrito que la presencia de OqxAB contribuyen a bajos niveles 

de resistencia a las quinolonas en Kp (Rodriguez-Martinez et al., 2013), Sin embargo, las 

mutaciones en gyrA y parC, son la causa más frecuente de resistencia. Las mutaciones encontradas 

en estos aislamientos son las más frecuentemente reportadas en Kp resistente a quinolonas: 

Ser83→Phe, Asp87→Ala en gyrA y Ser 80→Ile en parC (Rezaei et al., 2024). En Kp23, 54-1 y 

54-2 la presencia del gen plasmídico de resistencia a quinolonas qnrB1 y el gen aac(6')-Ib-cr 

pueden estar contribuyendo a la resistencia a ciprofloxacina en estos aislamientos. 

Todos los aislamientos presentan niveles altos de resistencia al trimetorpim/sulfametoxazol, 

correlacionándose con la presencia en todos ellos de las variantes de los genes sul y dfrA. Estos 

genes se encuentran generalmente en secuencias móviles y su presencia permite la síntesis de 

ácido fólico en presencia del antibiótico, y se ha demostrado que su combinación genera 

resistencia de alto nivel al trimetorpim/sulfametoxazol. Varios estudios han demostrado que la 

resistencia al trimetorpim/sulfametoxazol es alta en Kp productora de carbapenemasa (Luterbach 

et al., 2019), (Murri et al., 2017). 

En cuanto a la susceptibilidad a colistina, los aislamientos 54-1 y 54-2 mostraron ser sensibles 

mientras que Kp20, Kp21 y Kp23 fueron resistentes (Tabla 14). El gen plasmídico mcr no se 

identificó en ninguno de los aislamientos, por lo que se descartó un mecanismo de resistencia 

plasmídico. Este resultado está de acuerdo con lo reportado por el Ministerio de Salud Pública del 

año 2024 donde se reporta que la resistencia a colistina en Kp en nuestro país no suele ser de 
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origen plasmídica (Ministerio de Salud Pública., 2024). El análisis de los genes cromosomales 

involucrados en la resistencia a colistina reveló mutaciones nonsense y missense en los genes 

mgrB, pmrA, pmrB y crrB. Los aislamientos Kp20, Kp21 y Kp23 presentaron una mutación 

puntual en el aminoácido Q30 de mgrB, que lleva a la aparición de un codón stop y por tanto da 

como resultado una proteína MgrB truncada. Las mutaciones en pmrA, pmrB y crrB dieron como 

resultado el cambio de un aminoácido por otro. La mutación en crrB Y31H ya ha sido reportada 

en aislamientos resistentes a colistina (Poirel et al., 2017), mientras que las mutaciones A42T en 

pmrA y L213M en pmrB no se han encontrado en la literatura. Los aislamientos Kp16 y Kp22 

(aislamientos que no fueron secuenciados) fueron sometidos a PCR para la amplificación de los 

genes mcr y mgrB. Al Igual que en el resto de los aislamientos el gen mcr no fue encontrado. La 

secuencia del gen mgrB del aislamiento Kp22 reveló la presencia de una secuencia de inserción: 

IS5-like, mientras que el aislamiento Kp16 presento la mutación en Q30. La mutación en el 

aminoácido Q30 y la inserción de una secuencia IS-5-like en mgrB ya han sido reportadas (Haeili 

et al., 2017) (Garcia-Fulgueiras et al., 2020). Un estudio determino por ensayo de 

complementación que estas alteraciones en mgrB confieren resistencia a colistina el Kp (Poirel et 

al., 2015). 

Tabla 14. Genes relacionados con la resistencia a colistina 

Aislamiento 
CIM 

(μg/mL) 
Interpretación mcr mgrB phoP phoQ pmrA pmrB crrB 

54-1 1 Sensible Ausente WT WT WT WT WT Ausente 

54-2 1 Sensible Ausente WT WT WT WT WT Ausente 

Kp20 128 Resistente Ausente Q30* WT WT A42T L213M Y31H 

Kp21 32 Resistente Ausente Q30* WT WT A42T L213M Y31H 

Kp23 16 Resistente Ausente Q30* WT WT A42T L213M Y31H 

Kp16 32 Resistente Ausente Q30* - - - - - 

Kp22 32 Resistente Ausente IS5-like - - - - - 

Referencia: WT: wild tipe; *: codón stop  

El aislamiento Kp23 se distingue por tener un perfil de resistencia más amplio, que incluye 

resistencia a colistina y aztreonam, por lo que fue categorizado como pan resistente. El valor de 

CIM a tigeciclina fue de 4 μg/ml (Tabla 1), determinado mediante el sistema automatizado Vitek2.  

Se ha documentado, que el sistema automatizado Vitek2 arroja una elevada tasa de error en la 
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determinación de susceptibilidad a tigeciclina en Kp en comparación con el método de referencia 

de microdilución en caldo, especialmente en las cepas con valor de CIM mayor a 2 μg/mL, 

demostrando sin embargo una buena correlación en cepas con CIM hasta 2 μg/mL. 2 (H. Li et al., 

2021)(Lat et al., 2011). Dado que el valor de CIM para Kp23 fue de 4 μg/mL es necesario 

confirmar este valor por el método de referencia. Aprovechando que se contaba con la 

secuenciación total del genoma, se investigó la presencia de genes de resistencia a tigeciclina 

reportados hasta el momento (bomba de eflujo tetA y mutaciones puntuales en la bomba AcrAB-

TolC y su represor ramA) (Chirabhundhu et al., 2024), descartándose la presencia de los mismos.  
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3. Análisis de la relación genética entre los aislamientos 

3.1 Análisis del pangenoma secuencias ST437 

Para la construcción del árbol filogenético, se incluyeron un total de 53 genomas completos de 

Kp. De estos, 51 fueron descargados de la base de datos Pathogenwatch, seleccionados 

específicamente por pertenecer al secuenciotipo ST437 y representar cepas diferentes 

(aislamientos provenientes de distintos países, obtenidos en diferentes años y con diferente valor 

de cgMLST). A estos se sumaron los genomas de los aislamientos propios 54-1 y 54-2 (Figura 3).  

El análisis genómico de los 53 genomas reveló la presencia de 9111 genes en total. De estos, 4314 

genes constituyeron el core genome, es decir, aquellos genes compartidos por todos los genomas 

en el análisis. Adicionalmente, se identificaron 5207 SNPs, que fueron utilizados para inferir las 

relaciones filogenéticas entre los aislamientos. 

El árbol filogenético obtenido para el secuenciotipo ST437 muestra la formación de dos clados 

distintos. La mayoría de los genomas, incluyendo los aislamientos 54-1 y 54-2, se agrupan en el 

primer clado (Clado 1), mientras que un grupo menor de genomas se encuentra en un segundo 

clado (Clado 2). El análisis de los genomas pertenecientes al clado 2 mostró que todos comparten 

un perfil distintivo en sus antígenos capsulares y de lipopolisacáridos (LPS) en comparación con 

los genomas del clado 1. Esto parece estar determinado por variaciones en el locus K (síntesis de 

cápsula) y el locus O (estructura del LPS) (Figura 4 y Tabla 15). Esta observación es coherente 

con estudios previos que muestran una diversificación filogenetica significativa en estos loci 

(DeLeo et al., 2014) (Wyres et al., 2015).  

Además, el árbol filogenético (Figuras 3 y 4) ubica a los aislamientos 54-1 y 54-2 junto a los 

genomas de aislamientos provenientes de Brasil, indicando una estrecha relación genética. Esta 

proximidad es coherente con el contexto geográfico, dado que Brasil comparte fronteras con 

Uruguay, lo que sugiere un posible origen del secuenciotipo en la región. 
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Figura 3. Árbol filogenético basado en los SNPs del genoma core de 53 secuencias genómicas de Kp 

ST437. El análisis incluye los genomas de los aislamientos 54-1 y 54-2, así como 51 genomas descargados 

de la base de datos Pathogenwatch, correspondientes a aislamientos de distintas cepas caracterizadas por 

diferentes años, regiones geográficas y perfiles cgMLST. 
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Figura 4. Características demográficas y genómicas de los genomas de Kp ST437 y su relación 

filogenética. 
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Tabla 15. Genes de resistencia de los genomas de Kp ST437 utilizados para la construcción del 

árbol filogenético.  

Genoma Carbapenemasa BLEE 
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SAMEA3721129                     

SAMN17846698   CTX-M-15                 

SAMN22216734 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN25755487 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN22568448 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN22568494 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN27024973 OXA-48 CTX-M-15                 

SAMEA6507285 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN20064870 OXA-48                   

SAMEA8391952   CTX-M-15                 

SAMEA8391962                     

SAMEA8391936 OXA-48                   

SAMEA8391945 OXA-48                   

SAMEA8391953 OXA-48 CTX-M-15                 

SAMEA8391942                     

SAMN09980279 KPC-2                   

SAMN14649889 KPC-2 CTX-M-15                 

SAMN21988173 KPC-2                   

SAMN18720499                     

SAMEA7962809   CTX-M-15                 

SAMEA8391941 NDM-1/ OXA-48 CTX-M-15                 

SAMEA8391955 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMEA8391943 NDM-1/OXA-48 CTX-M-15                 

SAMEA8391956 NDM-1/ OXA-48 CTX-M-15                 

SAMN10086701 OXA-48 CTX-M-15                 

SAMN20033406 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMEA5232645 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMEA5232661 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMEA5226273 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMEA5226265 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN15315385 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN04448240 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMN24019011   CTX-M-15                 

SAMN24019549   CTX-M-15                 

SAMN02927715 KPC-2                   

54-1 KPC-2                   
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54-2 KPC-2 CTX-M-15                 

SAMN12212191 KPC-2 CTX-M-15                 

SAMEA5951321 KPC-2 CTX-M-15                 

SAMEA7556454 KPC-2 CTX-M-15                 

SAMN06350008 KPC-2 CTX-M-15                 

SAMN02927712 KPC-2                   

SAMN04868731 KPC-2                   

SAMN06350010 KPC-2 CTX-M-15                 

SAMEA11577411   CTX-M-15                 

SAMEA12790361   CTX-M-15                 

SAMEA3721029   CTX-M-15                 

SAMEA3649802 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMEA5700108 NDM-1/ OXA-48 CTX-M-15                 

SAMEA5700124   CTX-M-15                 

SAMN13344174 OXA-48 CTX-M-15                 

SAMN12212173 NDM-1 CTX-M-15                 

SAMEA3721220 NDM-1 CTX-M-15                 

Aclaraciones: Se muestra en color verde cuando el gen está presente y en blanco cuando está ausente. 

 

Los aislamientos 54-1 y 54-2 presentan solo 6 SNPs de diferencia en su genoma core (Tabla 16), 

lo que indica una relación clonal muy estrecha. Dado que ambos fueron obtenidos del mismo 

paciente, en el mismo sitio de infección y en el mismo momento, estos resultados sugieren 

fuertemente que pertenecen a la misma cepa. Esta baja variabilidad genómica es consistente con 

eventos de infección persistente o diseminación clonal dentro del huésped, como se ha descrito en 

estudios previos sobre Kp en entornos clínicos (Wylie et al., 2019). 

Tabla 16. Matriz basada en la diferencia de la cantidad de SNPs en el genoma núcleo. 

 54-1 54-2 
54-1 0 6 
54-2  0 
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4.2 Análisis del pangenoma secuencias ST307 

Se construyó un árbol filogenético, donde se incluyeron un total de 28 genomas completos de Kp 

ST307. De estos, 25 fueron descargados de la base de datos Pathogenwatch, seleccionados 

específicamente por pertenecer al secuenciotipo ST307 y representar cepas diferentes 

(aislamientos provenientes de distintos países, obtenidos en diferentes años y con diferente valor 

de cgMLST). A estos se sumaron los genomas de los aislamientos propios Kp20, Kp21 y Kp23. 

El árbol y las características de los genomas se muestran en las figuras 5 y 6. 

El análisis genómico de los 28 genomas reveló la presencia de 7811 genes en total. De estos, 4489 

genes constituyeron el core genoma. Adicionalmente, se identificaron 1715 SNPs, que fueron 

utilizados para inferir las relaciones filogenéticas entre los aislamientos. 

Al observar el árbol (Figura 5) se puede ver que la distribución de los genomas es homogénea, y 

todos ellos se agrupan en un único clado. Además, teniendo en cuenta las características de los 

genomas que se muestran en la Figura 6 y la Tabla 18, se puede observar que todos ellos comparten 

el mismo tipo capsular y de LPS, sin embargo, albergan distintos tipos de carbapenemasa y 

múltiples genes de resistencia. Los aislamientos en estudio se agrupan juntos, y su relación más 

cercana se da con el genoma de un aislamiento perteneciente a Argentina, del año 2017.  

Al evaluar la cantidad de SNPs, se observa que Kp20 y Kp21 presentan una diferencia de solo 4 

SNPs entre sí, mientras que ambos difieren en 74 y 77 SNPs con Kp23, respectivamente (Tabla 

17). Además, Kp20 y Kp21 comparten el mismo perfil de cgMLST (*7af2), en contraste con 

Kp23, que exhibe un perfil distinto (*be77). Estos resultados, tanto en la variabilidad de SNPs 

como en el perfil de cgMLST, respaldan que Kp20 y Kp21 pertenecen a la misma clona, mientras 

que Kp23 corresponde a un clon diferente. Estos resultados son consistentes con el hecho de que 

Kp20 y Kp21 provienen del mismo centro de salud, y Kp23 pertenece a un centro diferente. 
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Figura 5. Árbol filogenético basado en los SNPs del “core” genome de 28 secuencias genómicas de Kp 

ST307. El análisis incluye los genomas de los aislamientos Kp20, Kp21 y Kp23, así como 25 genomas 

descargados de la base de datos Pathogenwatch, correspondientes a aislamientos de distintas cepas 

caracterizadas por diferentes años, regiones geográficas y perfiles cgMLST. 

 

 

Tabla 17. Matriz basada en la diferencia de la cantidad de SNPs en el genoma núcleo. 

 Kp20 Kp21 Kp23 SAMN14537682 
Kp20 0 4 77 94 
Kp21  0 75 92 
K23   0 163 

SAMN14537682    0 
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Figura 6. Características demográficas y genómicas de los genomas de Kp ST307 y su relación 

filogenética. 
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Tabla 18. Genes de resistencia de los genomas de Kp ST307 utilizados para la construcción del 

árbol filogenético.  

Genoma Carbapenemasa BLEE 
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SAMN16982334 KPC-2 CTX-M-15                           
SAMEA4781850 KPC-2                             
SAMN14537681 KPC-3                             
SAMN07421121   CTX-M-15                           
SAMN06438731 KPC-2 CTX-M-15                           
SAMEA9449588   CTX-M-15                           
SAMN21590743 NDM-1 CTX-M-15                           
SAMN19730002 NDM-1 CTX-M-15                           
SAMN14537682 KPC-2 CTX-M-15                           

Kp23 NDM-5 
CTX-M-15 

/CTX-

M172 
                          

Kp20 NDM-5                             
Kp21 NDM-5                             

SAMEA7556450   CTX-M-15                           
SAMEA3649454   CTX-M-15                           
SAMEA8065807 OXA-48 CTX-M-15                           
SAMN18474956   CTX-M-15                           
SAMEA7472898   CTX-M-15                           
SAMEA7853287 KPC-3 CTX-M-15                           
SAMEA13609701 OXA-48 CTX-M-15                           
SAMN15649126 KPC-3 CTX-M-15                           
SAMN20338548                               
SAMN24019162 NDM-1 CTX-M-15                           
SAMN15813841   CTX-M-15                           
SAMN26369102   CTX-M-15                           
SAMN19016342 KPC-2 CTX-M-15                           
SAMN12212307   CTX-M-15                           

CP025143 KPC-2 CTX-M-15                           
SAMN18082827   CTX-M-15                           

Aclaraciones: Se muestra en color verde cuando el gen está presente y en blanco cuando está ausente. 
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4. Análisis de plataformas genéticas plasmídicas 

4.1 Comparación del contenido plasmídico de los aislamientos productores de KPC-2  

Los aislamientos 54-1 y 54-2 fueron obtenidos simultáneamente de la herida quirúrgica del 

paciente, pertenecieron al mismo cgMLST y presentaron una diferencia de solo 6 SNPs, fueron 

así mismo analizados en su contenido plasmídico.   

Ambos aislamientos contienen tres plásmidos de tamaños similares y pertenecientes a los mismos 

grupos de incompatibilidad IncFIB(K)/IncFII(K), IncFIB y IncN (Tabla 19). Se observa que el 

gen blaKPC-2 está presente en ambos aislamientos en un plásmido IncN de 53 kb, alojado en el 

transposón Tn4044. Ambos plásmidos comparten 99.99 % de identidad y tienen una cobertura del 

97%. (Figura 7). El pequeño fragmento no homólogo de 1200pb no contiene genes de resistencia 

(invertasa-DNA/endonucleasa EcoRII) y esta precedido por una secuencia de inserción tipo IS6-

like. Está demostrado que la presión selectiva ejercida por el uso de antibióticos en el ambiente 

hospitalario favorece la creación de plásmidos con plataformas genéticas complejas con alto 

contenido de genes de resistencia asociados a elementos genéticos móviles (Eikmeyer et al., 2012). 

En este sentido llama la atención que este plásmido siendo de origen hospitalario, presente una 

plataforma genética sencilla con un único gen de resistencia (blaKPC-2), asemejándose a plásmidos 

IncN de origen ambiental.   

Sin embargo, los plásmidos IncFIB contienen una estructura compleja que porta múltiples genes 

de resistencia a antibióticos, los cuales se encuentran en una región de aproximadamente 30 kb, 

caracterizada por una alta cantidad de secuencias de inserción, en particular Tn3 e IS6, lo que 

evidencia múltiples eventos de adquisición génica.  Los plásmidos IncFIB presentan una cobertura 

del 99% y una identidad del 100%. La comparación de estos plásmidos revela una región no 

homóloga de aproximadamente 5 kb ubicada dentro de la zona de resistencia a múltiples drogas 

(RMD). Esta región no homóloga corresponde a la secuencia donde se encuentra el gen que 

codifica para la β-lactamasa CTX-M-15 en el aislamiento 54-2, mientras que está ausente en 54-

1. El entorno genético del CTX-M-15 está compuesto por ISEcp1/blaCTX-M-15/wbuC/Tn3/IS6-like. 

Como se puede observan en la figura 7, el plásmido IncFIB en el aislamiento 54-1 comprende un 

ISEcp1 fragmentado lo que sugiere la pérdida blaCTX-M-15 en dicho aislamiento. 
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Los plásmidos IncFIB(K)/IncFII(K) presentan una extensión de aproximadamente 200 kb. Estos 

plásmidos presentan una cobertura del 100% y una identidad del 99,9%, siendo prácticamente 

idénticos. Un aspecto llamativo es que, a pesar de su gran tamaño, portan tan solo 3 de genes de 

resistencia que no son de interés clínico: sul1, que confiere resistencia a las sulfonamidas, mph(A) 

que confiere resistencia a macrólidos, antibióticos que no se usan clínicamente para tratar 

infecciones causadas por estos patógenos. y aph(3')-Ia que confiere resistencia a  kanamicina y 

neomicina, antimicrobianos que no se usan a nivel clínico. No obstante, la presencia de varios 

elementos genéticos móviles podría favorecer la adquisicion de genes de resistencia y la presencia 

de dos orígenes de replicación favorece su replicación y estabilidad en la célula huésped. 



Resultados y discusión 

72 
 

 

 

 

Tabla 19.  Plásmidos resistentes a antibióticos de relevancia clínica de los aislamientos ST437

 

Grupo de 

incompatibilidad 

Contenido 

GC (%) 

Largo 

(pb) 

N genes 

de 

resistencia 

Genes de resistencia 

54-1 

IncFIB(K)/IncFII(K) 52,8 199.521 3         sul1     mph(A)   aph(3')-Ia       

IncFIB(pQil) 54,2 69.570 8 blaOXA-1 blaTEM-1B    aac(3)-IId dfrA30  aac(6')-Ib-cr  tet(A) tet(D) catB3 

IncN 52,9 55.144 1       blaKPC-2                   

54-2 

IncFIB(K)/IncFII(K) 52,8 200.720 3     sul1   mph(A)  aph(3')-Ia     

IncFIB(pQil) 52,4 75.085 9 blaOXA-1 blaTEM-1B blaCTX-M-15     aac(3)-IId dfrA30   aac(6')-Ib-cr   tet(A) tet(D) catB3 

IncN 53,1 53.942 1       blaKPC-2                   
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Figura 7. Representación gráfica de los plásmidos de los aislamientos ST437.  En celeste se muestra la secuencia 

perteneciente al aislamiento 54-2 y en rosado la secuencia perteneciente al aislamiento 54-1. En rojo genes de 

resistencia a antibióticos, en verde secuencies de inserción, en violeta los componentes de integron y en azul otros 

genes. 
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4.2 Análisis del contenido plasmídico de los aislamientos ST307 productores de NDM-5 

Los aislamientos Kp20, Kp21 y Kp23 presentaron plásmidos pertenecientes a distintos grupos de 

incompatibilidad y con múltiples orígenes de replicación. Los plasmidos IncR/IncN y 

IncFIB(K)/IncFII fueron detectados en los tres aislamientos. Además, el aislamiento Kp23 

contiene dos plásmidos adicionales, de los cuales uno no presenta grupo de incompatibilidad 

detectable, mientras que el segundo posee tres orígenes de replicación (IncHI2/IncHI2A/RepA). 

(Tabla 20). El gen blaNDM-5 fue localizado en los plásmidos IncR/IncN y IncFIB(K)/IncFII en los 

aislamientos Kp20 y Kp21 mientras que en Kp23 solo fue encontrado en el plásmido IncR/IncN. 

Los plásmidos IncR/IncN comparten un 100% de cobertura y 100% de identidad, siendo idénticos 

en los 3 aislamientos (Figura 8). Estos plásmidos contienen una región RMD de aproximadamente 

20 kb que codifica para varios genes de resistencia, incluido el gen que codifica la carbapenemasa 

NDM-5 cuyo entorno genético es: ΔISA-ba125/blaNDM-5/bleMBL/trpF. Esta misma estructura 

genética se encontró en otros plásmidos codificantes de blaNDM-5 (número de acceso: KT725788, 

CP095611, CP149828) así como también en un plásmido codificante de blaNDM-1 de un aislamiento 

clínico de Kp resistente a colistina de Uruguay (Garcia-Fulgueiras et al., 2020) (Ver figura 9). 

El locus RMD de estos plásmidos está compuesto por múltiples secuencias de inserción (IS26, 

IS91, IS30, tnpA) y diversos genes que confieren resistencia a β-lactámicos, aminoglucósidos, 

sulfamidas, trimetoprima y macrólidos. Además, también se puede observar la presencia de una 

integrasa de fago, y un integron de clase 1. La alta plasticidad de esta región RMD indica varios 

eventos de adquisición génica, típico de un plásmido que pertenece a un entorno clínico con alta 

presión selectiva de antibióticos (Baquero et al., 2021). 
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Tabla 20. Plásmidos con genes de resistencia a antibióticos de relevancia clínica de los aislamientos ST307 

  Nombre 
Grupo de 

incompatibilidad 
GC 
(%) 

Largo 
(pb) 

N° genes 
de 

resistencia 

Kp20 

pNDM-

5_Kp20_1 
IncR / IncN 54.1 48.005 8 blaNDM-5 blaTEM-1B    sul1 aadA2 dfrA12 mph(A) erm(B) rmtB   

pNDM-

5_Kp20_2 
IncFIB(K)/IncFII 52.7 237.738 10 blaNDM-5 blaTEM-1B    sul1 

sul2 
aadA2 

dfrA12 

dfrA14 
mph(A)    

aph(3'')-

Ib aph(6)-

Id 

Kp21 

pNDM-

5_Kp21_1 
IncR /IncN 54.1 47.977 8 blaNDM-5 blaTEM-1B    sul1 aadA2 dfrA12 mph(A) erm(B) rmtB   

pNDM-

5_Kp21_2 
IncFIB(K)/IncFII 52.7 237.717 10 blaNDM-5 blaTEM-1B    sul1 

sul2 
aadA2 

dfrA12 

dfrA14 
mph(A)    

aph(3'')-

Ib aph(6)-
Id 

Kp23 

pNDM_Kp23_1 IncR/ IncN 54.1 47.980 8 blaNDM-5 blaTEM-1B    sul1 aadA2 dfrA12 mph(A) erm(B) rmtB   

pCTX-M-
15_Kp23_1 

IncFIB(K)/IncFII 52.2 228.063 7  blaTEM-1B 
blaCTX-M-15 

blaCTX-M-

172 

  sul2  dfrA14     
aph(3'')-

Ib aph(6)-

Id 

pCTX-M-

15_Kp23_2 
no detectado 47.0 122.692 5  blaTEM-1B blaCTX-M-15   sul2       

aph(3'')-

Ib aph(6)-

Id 

pCTX-M-

15_Kp23_3 

IncHI2/ 

IncHI2A/RepA 
46.5 195.016 8  blaTEM-1B blaCTX-M-15 blaOXA-1 qnrB1   dfrA14    aac(6')-Ib-cr 

aph(3'')-

Ib aph(6)-

Id 
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Figura 8. Representación gráfica y comparación de los plásmidos IncN/IncR de los aislamientos ST307. 

Se muestra en rojo genes de resistencia, en verde secuencias móviles, en violeta los componentes de 

integron y en azul otros genes. 

 
Figura 9. Alineamiento de los entornos genéticos de blaNDM-5 del plásmido pNDM-5_Kp20_1 con 

plásmidos depositado en GenBank: CP095611, CP149828 y KT7257889; y el entorno genético de blaNDM-

1 del aislamiento Kpn10. Se muestra en verde secuencias de inserción, en rojo genes de resistencia 

antimicrobiana y en azul genes accesorios. 
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Los plásmidos IncFIB(K)/IncFII de estos aislamientos tienen aproximadamente 230 kb y también 

comprenden una región RMD de aproximadamente 20 kb, con alta carga de secuencias móviles y 

genes de resistencia (Figura 10A y 10B). En los aislamientos Kp20 y Kp21 los plásmidos son 

idénticos, con 100% de identidad y 100% de cobertura. La zona RMD codifica para varios genes 

de resistencia, dentro de los cuales se encuentra el gen que codifica para blaNDM-5. Sin embargo, 

en el aislamiento Kp23 se observa 95% de cobertura y 99% de identidad. Al comparar las 

secuencias plasmídicas de los tres aislamientos se puede observar una zona no homologa de 

aproximadamente 2000pb en la que se encuentran las regiones genéticas que codifican para la 

blaNDM-5 en Kp20 y Kp21 y para blaCTX-M-15 en Kp23 (Figura 10A y 10B). Estos resultados sugieren 

el intercambio genético de una región por la otra. En los aislamientos Kp20 y Kp21 la región RMD 

tiene un integron de clase 1 que no está presente en el plásmido de Kp23. El entorno genético del 

gen NDM-5 en los plásmidos IncFIB(K)/IncFII, es prácticamente idéntico al que se encuentra en 

los plásmidos IncN/IncR de estos mismos aislamientos: ΔISA-ba125/blaNDM-5/bleMBL/trpF/dsbD. 

Dentro de la región RMD, están presentes también genes que confieren resistencia trimetoprima, 

sulfonamidas, macrólidos y aminoglucósidos 

El plásmido IncFIB(K)/IncFII del aislamiento Kp23 contiene en su región RMD, el gen blaCTX-M-

15 cuyo entorno genético es: ISEcp1/blaCTX-M-15/wbuC/tnpA.  Adicionalmente también contiene el 

gen blaCTX-M-172 que también es una BLEE, cuyo entorno genético es similar al de blaCTX-M-15: 

ISEcp1/blaCTX-M-172/wbuC. La localización de ésta estructura genética coincide con la región no 

homologa de los plásmidos en Kp20 y Kp21. En la figura 11 se muestra la comparación de la 

región no homologa de los plásmidos IncFIB(K)/IncFII. 
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A         B 

 
Figura 10. Representacion grafica de los plásmidos IncFIB(K)/IncFII de los aislamientos Kp20,Kp21 y Kp23. A) Tomando como referencia el 

plasmido de Kp20. B) Tomando como referencia el plasmido de Kp23. Se muestra en rojo genes de resistencia, en verde secuencias móviles, en 

violeta los componentes del integron y en azul otros genes.  
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Figura 11. Representación gráfica de la región no homologa de los plásmidos IncFIB(K)/IncFII y su anotación. A) región no homologa plásmido 

IncFIB/IncFII de los aislamientos K20 y Kp21. B) región no homologa del plásmido IncFIB/IncFII del aislamiento Kp23. 
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El aislamiento Kp23 presenta 3 plásmidos que tienen el gen que codifica para la β-lactamasa CTX-

M-15 (Tabla 20). La figura 12 muestra la representación gráfica de la comparación de los 3 

plásmidos tomando como referencia el plásmido pCTX-M-15_Kp23_3. Como se puede observar, 

los plásmidos comparten una única región homologa donde se aloja el gen blaCTX-M-15 con un 

entorno genético similar: tnpA/wbuC/blaCTX-M-15/ISEcp1 (Figura 12). 

El plásmido pCTX-M-15_Kp23_3 contiene una región RMD de aproximadamente 20Kb en la que, 

además de la BLEE, se encuentran genes de resistencia a antibióticos de interés clínico como ser 

qnrB y acc(6’)-Ib-cr, que confieren resistencia a quinolonas. Adicionalmente se puede ver la 

presencia de un integron de clase 1 que porta los genes de resistencia catB3, blaOXA-1 y acc(6’)-Ib-

cr. 

El análisis BLAST de todo el plásmido pCTX-M-15_Kp23_3 mostró un 99,96% de identidad (94% 

de cobertura) con el plásmido P1 de Enterobacter cloacae 114, (Número de acceso: OW968297.1), 

que también posee el mismo perfil de múltiples replicones (IncHI2/IncHI2A/RepA). 

Adicionalmente, el análisis BLAST de la región RMD (~20 kb) mostró un 99,99% de identidad y 

99% de cobertura con la región correspondiente de un plásmido de Kp, pKP_160-2 (Número de 

acceso: CP078034.1), el cual pertenece a un tipo de plásmido de múltiples replicones diferente 

(IncFIB/IncR/IncHI1B). 
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Figura 12. Representación gráfica de los plásmidos del aislamiento Kp23 que contienen el gen de blaCTX-

M-15. El genoma de referencia es el plásmido pCTX-M-15_Kp23_3. 

4.3 Discusión plataformas genéticas plasmídicas de resistencia 

Los plásmidos encontrados en los aislamientos en estudio presentaron los orígenes de replicación 

que comúnmente se reportan en cepas de Kp (Tablas 19 y 20)  (Carattoli, 2009).  Los plásmidos 

de mayor tamaño (>100Kb) presentaron un contenido G+C menor en comparación a los plásmidos 

más pequeños, lo que reduce el costo adaptativo asociado a su adquisicion y favorece su 

mantenimiento en la bacteria (Yano et al., 2019).  

Los plásmidos codificantes de blaNDM-5 y blaCTX-M-15 fueron todos plásmidos que pertenecían a 2 

o 3 grupos de incompatibilidad plasmídica (Tablas 19 y 20), con regiones de aproximadamente 

20Kb concentradas en genes de resistencia a antibióticos y elementos genéticos móviles. La 
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presencia de estos genes de resistencia en elementos genéticos móviles incrementa 

significativamente el riesgo de transferencia de resistencia entre distintos géneros bacterianos, 

incluyendo aquellos establecidos en entornos hospitalarios. 

En los años recientes, varios estudios han mostrado la prevalencia de los plásmidos con grupo de 

incompatibilidad IncF subtipo IncFIB/IncFII asociados a múltiples genes de resistencia en Kp, 

similar a lo que revelan los aislamientos en estudio (Tabla 19 y 20)  (Bougnom et al., 2020) (Wu 

et al., 2019).  

Los plásmidos IncFIB(K)/IncFII y IncR/IncN presentes en Kp20 y Kp21 contienen ambos una 

región RMD con el mismo entorno genético de blaNDM-5, y varios genes de resistencia a las mismas 

clases de antibióticos (Figuras 8 y 10). Sin embargo, las regiones RMD no son idénticas, ya que 

contienen distintos genes de resistencia, presentan diferentes secuencias de inserción y difieren en 

su estructura. En este estudio el gen blaNDM-5 fue encontrado formando parte de plásmidos, como 

suele encontrarse típicamente, sin embargo, se han reportado casos donde está formando parte del 

cromosoma de Kp, probablemente mediante recombinación sitio especifica (Sakamoto et al., 2018) 

(S. Sahoo et al., 2023). La capacidad de blaNDM-5 para diseminarse eficientemente entre plásmidos 

con diferentes grupos de incompatibilidad representa una preocupación significativa, como ha sido 

señalado en diversos estudios (Bonnin et al., 2012) (Zhu et al., 2024). Esta versatilidad en su 

diseminación ha favorecido la adaptación de los genes blaNDM a una amplia variedad de plásmidos 

y géneros bacterianos, lo que ha contribuido a su creciente prevalencia a nivel global. En 

consecuencia, su propagación se asocia estrechamente con la expansión de clones de alto riesgo, 

constituyendo un desafío crítico para el control de infecciones en entornos hospitalarios(S. Sahoo 

et al., 2023). 

En dos de los aislamientos de Kp analizados (54-2 y Kp23), se identificaron plásmidos portadores 

del gen blaCTX-M-15, una β-lactamasa tipo BLEE distribuida ampliamente a nivel global. La 

presencia de este determinante está comúnmente asociado a plásmidos con grupos de 

incompatibilidad IncF e IncHI2 en Kp, similar a los que se encuentra en los aislamientos estudiados 

y ha sido vinculada con la diseminación exitosa de cepas multirresistentes en entornos hospitalarios 

(Bevan et al., 2017).  

Esta aceptado que algunos plásmidos tienen múltiples orígenes de replicación, ya que distintos 

orígenes pueden ser funcionales en diferentes tipos de hospedadores (Bukhari et al., 1977).  La 

detección de plásmidos con esta característica en la clona ST307 sugiere la posibilidad de su 
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transferencia entre distintos hospedadores, estrategia que podría estar siendo utilizada para ampliar 

su diseminación. En particular, un plásmido multirreplicón idéntico al plásmido pQnrB_Kp23 que 

contiene tres replicones (IncHI2/IncHI2A/RepA) y que albergaba un preocupante locus MDR 

altamente recombinogénico, fue detectado en un aislamiento clínico de Enterobacter cloacae 

(número de acceso: OW968297.1), lo que sugiere movilidad plasmídica entre diferentes especies. 

Esto que resalta la importancia de estos elementos genéticos en la propagación de la resistencia a 

los antibióticos. 

Dado que la mayoría de los genes de resistencia a los antimicrobianos se encuentran localizados 

en plásmidos y se transmiten a otros microorganismos mediante transferencia horizontal de genes, 

la secuenciación de plásmidos con lecturas largas resulta esencial para caracterizar los mecanismos 

de resistencia, comprender las bases de la diseminación plasmídica y realizar el seguimiento de 

patógenos multirresistentes en estudios de vigilancia epidemiológica tanto en entornos 

hospitalarios como comunitarios (Valcek et al., 2022) (Hadjadj et al., 2022). 
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5. Evaluación de la CIM de los compuestos en estudio 

Se evaluó la Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) de cada compuesto frente a los aislamientos 

54-1 y 54-2, con el objetivo de determinar las concentraciones a utilizar en los ensayos de 

inhibición y/o erradicación de biopelícula. Los resultados se presentan en la Tabla 21. 

Tabla 21. Resultados de la CIM de los compuestos a evaluar su potencia antibiofilm 

 CIM (μg/mL) 
 

54-1 54-2 

Colistina 1 1 

Cu-sulfametoxazol (1) marrón verdoso 640 512 

Cu-sulfametoxazol (2) marrón 640 512 

Cu-sulfadiazina 320 256 

Cu-sulfacloropiridazina 640 512 

Cu-sulfametazina 640 512 

Cu-sulfametizole 160 128 

Ag-sulfacloropiridazina 16 16 

Ag-sulfamoxol 16 16 

Ag-SCN-SCP 16 16 

Zn-Xylitol 32 32 

Cu-Xylitol 32 32 

Cu-Manitol 32 32 

Cu-Eritritol 32 32 

Cu-Sorbitol 32 32 

Co-Sorbitol 32 32 

Ni-Sorbitol 32 32 

 

Como se observa en la Tabla 21, los valores de CIM son idénticos para los compuestos de 

sulfonamidas de plata y los polioles metálicos. Los compuestos polioles presentan una CIM de 32 

μg/ml para ambos aislamientos. Por otro lado, los complejos de cobre con sulfonamidas muestran 

valores de CIM significativamente más altos (160-640 μg/ml) en comparación con los complejos 

de plata, cuyos valores de CIM son notablemente más bajos (16 μg/ml).  
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6. Evaluación de la producción de biofilm de los aislamientos estudiados 

6.1 Determinación de las condiciones óptimas de producción de biofilm 

Los resultados de DO590 de los experimentos realizados con distintos medios de cultivo y a distinto 

tempo de incubación se organizaron en una hoja de cálculo. Se sustrajo el control del blanco y se 

analizaron teniendo en cuenta que el coeficiente de variación (%CV) no superara el 30%. Los 

resultados de dos replican independientes se muestran en la Tabla 22. 

 

Tabla 22. Valores de Absorbancia a 590nm de formación de biofilm en diferentes condiciones. 

 54-1 54-2 

24hs 
TSB TBS/G LBB LBB/G M9 M9/G TSB TBS/G LBB LBB/G M9 M9/G 

 

Exp 1 

0,289 0,332 0,475 0,291 1,355 0,924 0,301 0,708 0,380 0,306 1,193 0,735 

0,230 0,322 0,555 0,304 1,522 0,819 0,412 0,691 0,403 0,346 1,245 0,795 

0,369 0,376 0,312 0,284 1,548 0,847 0,498 0,492 0,418 0,272 1,153 0,819 

Exp 2 

0,429 0,372 0,378 0,265 1,534 0,957 0,414 0,440 0,405 0,265 1,131 0,779 

0,444 0,447 0,453 0,280 1,386 0,81 0,350 0,466 0,472 0,233 1,102 0,885 

0,473 0,454 0,424 0,282 1,378 0,814 0,430 0,520 0,364 0,294 1,255 0,812 

 

 54-1 54-2 

48hs 
TSB TBS/G LBB LBB/G M9 M9/G TSB TBS/G LBB LBB/G M9 M9/G 

 

Exp 1 

0,307 0,194 0,343 0,224 1,202 0,588 0,349 0,437 0,295 0,281 0,922 0,535 

0,223 0,245 0,349 0,210 1,375 0,545 0,373 0,467 0,268 0,301 0,914 0,430 

0,377 0,199 0,316 0,207 1,524 0,655 0,354 0,458 0,227 0,324 0,952 0,484 

Exp 2 

0,306 0,254 0,335 0,180 1,352 0,748 0,302 0,483 0,274 0,354 0,890 0,449 

0,350 0,231 0,335 0,220 1,595 0,655 0,313 0,362 0,292 0,292 0,887 0,410 

0,260 0,273 0,363 0,211 1,260 0,627 0,283 0,457 0,317 0,239 0,946 0,454 

 

Para evaluar las diferencias entre los medios de cultivo a las 24 y 48 horas se utilizó el test t 

múltiple. La diferencia significativa se determinó usando el método de Holm-Sidak con alfa <0.05. 

En la Figura 13 se presentan los resultados de la formación de biofilm bajo las distintas condiciones 

evaluadas para los aislamientos 54-1 y 54-2. Como se observa en la gráfica, el medio de cultivo 

M9 sin suplemento de glucosa mostró la mayor capacidad de formación de biofilm en ambos 

aislamientos. Además, el tiempo de incubación de 24 horas fue el que generó los mejores 

resultados. En el aislamiento 54-2, la cantidad de biofilm cuantificada disminuyó 
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significativamente a las 48 horas, mientras que en el aislamiento 54-1 no se observaron diferencias 

significativas entre los tiempos de incubación. 

En conclusión, las condiciones óptimas para la formación de biofilm en estos aislamientos de kp 

fueron el uso del medio M9 sin suplemento de glucosa y un tiempo de incubación de 24 horas. 

Estas condiciones se utilizaron en los ensayos posteriores de producción, inhibición y erradicación 

de biofilm. 

        

 
Figura 13. Formación de biofilm en distintas condiciones de medio de cultivo y tiempo de incubación del 

aislamiento 54-1 en A y 54-2 en B.  
Aclaraciones: TSB: caldo de Soya Triptic; TSB/G: caldo de Soya Triptic suplementado con glucosa 20%; LBB: 

caldo Luria-Bertani; LBB/G: caldo Luria-Bertani suplementado con glucosa 20%; M9: medio mínimo M9; M9/G: 

medio mínimo M9 suplementado con glucosa 20%; ns: no diferencia significativa; *: diferencia significativa p < 

0.05. 

TSB  TBS/G  LBB  LBB/G  M9  M9/G 

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

54-1

D
O

5
9

0
n

m

24 Horas

48 Horas

✱
✱

✱

nsns

✱
✱ ✱

✱ ✱

A

ns

TSB TBS/G LBB LBB/G M9 M9/G 

0.0

0.5

1.0

1.5

54-2

D
O

5
9

0
n

m

24 Horas

48 Horas

✱

✱

✱

ns

ns

ns

✱
✱ ✱

✱ ✱

B



Resultados y discusión 

87 
 

6.2 Evaluación de la producción de biofilm 

Se evaluó la capacidad de producción de biofilm de los aislamientos en estudio, y se observó que 

todos fueron capaces de formar biofilm (Figura 14, Tabla 23). El aislamiento 54-1 mostró una 

capacidad significativamente mayor de formación de biofilm en comparación con el aislamiento 

54-2, y ambos fueron clasificados como fuertes productores de biofilm. Dentro de los aislamientos 

resistentes a colistina, FQ1180366, FQ38879 y Kp09 se clasificaron como fuertes productores, 

mientras que Kp16, Kp20, Kp21, Kp22, Kp23, M1366 y M1604 se catalogaron como productores 

moderados.  

 

Figura 14. Formación de biofilm de los aislamientos 54-1, 54-2 y los aislamientos resistentes a colistina. 

Aclaraciones: La línea verde, roja y violeta marcan los límites para la clasificación de los microorganismos en no 

formador, leve, moderado y fuerte formador de biofilm respectivamente. DO590nm: densidad óptica a 590nm. *: 

diferencia significativa p < 0.05. 
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Tabla 23. Valores estadísticos de formación de biofilm. 

 
54-1 54-2 FQ1180366 FQ38879 M1366 M1604 Kp09 Kp16 Kp20 Kp21 Kp22 Kp23 

Prom 1,454 1,18 1,329 1,130 0,497 0,276 1,473 0,322 0,221 0,259 0,300 0,296 

DS 0,09 0,062 0,082 0,149 0,068 0,047 0,202 0,04 0,029 0,03 0,034 0,046 

%CV 6 5 6 13 14 17 14 13 13 12 11 15 

N° 6 6 6 6 5 6 6 7 6 5 7 7 

DOCN 0,085       
     

3XDS 0,015       
     

DOc 0,130       
     

2XDOc 0,260       
     

4XDOc 0,521        
     

Aclaraciones. DS: desviación estándar, %CV: coeficiente de variación, N°: número de replicas, DOCN: densidad 

óptica del control negativo, DScn: desviación estándar del control negativo, Doc: densidad óptica control.  

6.3 Discusión formación de biofilm 

En los ensayos de evaluación de las mejores condiciones para formar el biofilm, el medio M9 sin 

suplemento de glucosa fue el que mostró la mayor capacidad de formación de biofilm en los 

aislamientos 54-1 y 54-2. Estos resultados coinciden con lo reportado en estudios que emplean 

medios mínimos como M9 para evaluar la formación de biofilm en Kp y otros bacilos Gram 

negativos, donde la limitación nutricional parece estimular un biofilm más estable y homogéneo 

respecto a caldos ricos como LBB o TSB (Moreno et al., 2015) (Naves et al., 2008). 

El medio M9 sin glucosa mostró un mayor rendimiento en la formación de biofilm en comparación 

con el mismo medio suplementado con glucosa. Este hallazgo concuerda con lo reportado por 

Horng et al. (Horng et al., 2023), quienes observaron que, en determinadas cepas de Kp, la adición 

de glucosa reprime la expresión de la fimbria tipo 3 (MrkA), reduciendo así la capacidad de 

adhesión y, en consecuencia, la formación de biofilm. No obstante, otros estudios han descrito 

resultados opuestos. Ignatova et al. (Ignatova et al., 2023), reportaron que la presencia de glucosa 

incrementa la producción de matriz extracelular en Kp, favoreciendo la formación de biofilm. 

Respecto al tiempo de incubación, la mayor formación de biofilm se observó a las 24 horas, 

disminuyendo a las 48 horas. Aunque en la literatura se ha descrito que la biomasa puede 

incrementarse hasta las 48–72 horas en Kp y otros patógenos (Vazquez et al., 2022), muchos 

autores describen que hay cepas de Kp que son capaces de madurar el biofilm en tiempos menores 

dando lugar a la reestructuración y desprendimiento celular por agotamiento de nutrientes, 

reduciendo la biomasa adherida a tiempos tardíos (Horng et al., 2023) (Oleksy-Wawrzyniak et al., 
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2021).  Los resultados de esta tesis sugieren que los aislamientos estudiados producen biopelículas 

rápidamente, alcanzando un máximo en 24 horas y entrando luego en una fase de dispersión. 

Los aislamientos en estudio mostraron variabilidad en la capacidad de formación de biofilm, con 

algunos clasificados como fuertes productores, otros como moderados y otros como débiles. Esto 

concuerda con lo reportado por otros autores, donde si bien Kp es reconocida como una especie 

con capacidad de formar biofilm, no todos los aislados clínicos presentan el mismo potencial 

(Sabença et al., 2023) (Nirwati et al., 2019). La variabilidad observada en la capacidad de 

formación de biofilm entre cepas ha sido atribuida, en parte, a factores genéticos, como la presencia 

de adhesinas específicas y la regulación diferencial de la expresión de fimbrias (Fleeman et al., 

2024).   
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7. Evaluación de la capacidad antibiofilm de compuestos metálicos y colistina 

7.1 Inhibición de biofilm por colistina  

Para representar los resultados, se graficó el porcentaje de inhibición de biofilm en función de la 

concentración de colistin evaluada para cada aislamiento (Figura 15).  

Como se desprende de la figura 15 la colistina mostro capacidad de inhibir hasta un 60% del 

biofilm en su concentración próxima a la CIM notando un descenso es esta capacidad a 20% o 

menos en las concentraciones más bajas. Este resultado probablemente indique que la capacidad 

de inhibir el biofilm a 0.5 μg/ml tenga que ver con la inhibición de crecimiento bacteriano ya que 

es la concentración próxima a la CIM. En los aislamientos resistentes a colistina se observa que la 

inhibición del biofilm aumenta con la concentración alcanzando un valor cercano al 100% de 

inhibición a concentraciones de 2 μg/ml en adelante.  
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Figura 15. inhibición de biofilm por acción de distintas concentraciones de colistina en distintos 

aislamientos.  

0,
06

25

0,
12

5
0,

25 0,
5

0

20

40

60

80

54-1

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm

0,
06

25

0,
12

5
0,

25 0,
5

0

20

40

60

80

54-2

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm

0.
12

5
0.

25 0.
5 1 2 4 8 16

-50

0

50

100

150

M1366

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm

0.
12

5
0.

25 0.
5 1 2 4 8 16

0

50

100

150

FQ38879

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm

0.
12

5
0.

25 0.
5 1 2 4 8 16

0

50

100

150

FQ1180366

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm

0.
12

5
0.

25 0.
5 1 2 4 8

-50

0

50

100

150

M1604

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm

0.
12

5
0.

25 0.
5 1 2 4 8

0

50

100

150

24Kp09

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm



Resultados y discusión 

92 
 

7.2 Inhibición de biofilm por complejos metálicos  

Teniendo en cuenta que el DMSO puede influir en la formación de biofilm, se consideraron 

únicamente aquellas concentraciones de los compuestos en las que la misma concentración de 

DMSO no alterara significativamente dicha formación. Para verificar esto, se incluyeron controles 

en los que se evaluaron las concentraciones de DMSO presentes en las diluciones de los 

compuestos. 

 

Figura 16. Efecto del DMSO en la producción de biofilm del aislamiento 54-1 a distintas 

concentraciones. Aclaraciones: ns: no diferencia significativa; *diferencia significativa p < 0.05. 

En la Figura 16 se presentan los resultados de formación de biofilm a distintas concentraciones de 

DMSO. Como se observa, el DMSO indujo una sobreproducción de biofilm a concentraciones del 

4% y 8%, mientras que no afectó la formación de biofilm en el resto de las concentraciones 

evaluadas. Con base en estos resultados, se analizaron únicamente los efectos de los compuestos 

sobre el biofilm cuando la concentración final de DMSO fue inferior al 4%. 

Los resultados de inhibición de biofilm de los complejos polioles y las sulfonamidas de plata y 

cobre se muestran en las figuras 17, 18 y 19, respectivamente. Los resultados obtenidos indican 

que los complejos de Ag con sulfonamidas presentan una mayor capacidad de inhibición de 

formación de biofilm en comparación con los complejos de Cu con sulfonamidas y los polioles 

metálicos.  
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Figura 17. Porcentaje de inhibición de biofilm del aislamiento 54-1 en presencia de distintos complejos polioles metálico a concentraciones sub-

inhibitorias. *: diferencia significativa p < 0.05. ns: diferencia no significativa. 
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Figura 18. Porcentaje de inhibición de biofilm del aislamiento 54-1 en presencia de distintas sulfonamidas heterocíclicas de Cu a concentraciones 

sub-inhibitorias. 

 

 

32 16 8 4 2

-25

-20

-15

-10

-5

0

Cu-sulfametoxazol 1

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm

32 16 8 4 2

-20

0

20

40

60

Cu-sulfametoxazol 2

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e
 b

io
fi

lm

16 8 4 2

-5

0

5

10

Cu-sulfadiazina

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e
 b

io
fi

lm

32 16 8 4 2

-30

-20

-10

0

10

20

Cu-sulfametazina

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e
 b

io
fi

lm

16 8 4 2

-60

-40

-20

0

20

40

Cu-sulfametizole

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e
 b

io
fi

lm

32 16 8 4 2

-40

-20

0

20

40

Cu-sulfacloropiridazina

Concentración (μg/mL)

%
 d

e
 i

n
h

ib
ic

ió
n

 d
e

 b
io

fi
lm



Resultados y discusión 

95 
 

 

  
Figura 19. Porcentaje de inhibición de biofilm del aislamiento 54-1 en presencia de distintas 

sulfonamidas de Ag a concentraciones sub-inhibitorias. Aclaraciones: *: diferencia significativa p < 0.05. ns: 

diferencia no significativa. 
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Los compuestos sulfonamidas de Ag, lograron inhibir la formación de biofilm a bajas 

concentraciones en más del 50% (figura 19), siendo la Ag-sulfamoxol el que logro mejores 

resultados.  

7.3 Erradicación de biofilm por complejos metálicos  

Los ensayos de erradicación de biofilm se realizaron con los compuestos polioles metálicos y las 

sulfonamidas heterocíclicas de Cu y Ag. Para cada ensayo se incluyó un control con DMSO a la 

misma concentración presente en cada una de las condiciones evaluadas. Teniendo en cuenta que 

las infecciones causadas por agentes formadores de biofilm se tratan cuando el biofilm ya está 

formado, evaluar la erradicación de biofilm es un ensayo que muestra una aproximación de lo que 

podría suceder in vitro. Para considerar si un compuesto es prometedor para erradicar el biofilm 

tendremos en cuenta que el porcentaje de erradicación del biofilm sea de al menos el 50%. En la 

figura 20, 21 y 22, se muestran los resultados para los distintos compuestos en sus distintas 

concentraciones y sus respectivos controles con DMSO. 
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Figura 20. Porcentaje de erradicación de biofilm de los compuestos de polioles. DMSO: dimetilsulfóxido. Para cada concentración ensayada se 

muestra también el efecto del DMSO a la misma concentración. 
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Entre los compuestos polioles metálicos evaluados, Cu-sorbitol fue el único que mostró una 

erradicación superior al 50%, específicamente a concentraciones de 2 y 1 µg/mL (figura 20). El 

complejo Cu-xilitol tuvo un porcentaje de erradicación comparable al del control con DMSO en 

las concentraciones de 2, 1 y 0.5 µg/mL, mientras que a 0.25 µg/mL logró una erradicación de 

hasta el 15%, un valor relativamente bajo. Un comportamiento similar se observó con Cu-eritritol. 

En contraste, el Zn-xilitol no mostró capacidad de erradicación en ninguna de las concentraciones 

ensayadas. Por su parte, Cu-manitol mostró el mismo nivel de erradicación que su control con 

DMSO en las concentraciones de 1 y 2 µg /mL, siendo la concentración de 0.5 µg/mL en la que 

se alcanza una erradicación de alrededor del 30%.  

 

Entre las sulfonamidas de Cu evaluadas (Figura 21), Cu-sulfametoxazol 2 fue el único compuesto 

que logró una erradicación de biofilm superior al 50% a concentraciones de 2, 4 y 8 µg/mL. El 

compuesto de Cu-sulfacloropiridazina mostró capacidad para erradicar hasta un 40% del biofilm 

en las concentraciones de 2, 4 y 8 µg/mL, siendo en todos los casos superior a su control con 

DMSO. Un comportamiento similar se observó con Cu-sulfametoxazol 1. Por su parte, Cu-

sulfametizole logró erradicar hasta un 40% del biofilm a concentraciones de 2 y 4 µg/mL; sin 

embargo, a concentraciones superiores, el porcentaje de erradicación fue menor y comparable al 

control con DMSO. Estos resultados sugieren que Cu-sulfametoxazol 2 es el compuesto más 

prometedor dentro de este grupo, seguido de Cu-sulfacloropiridazina y Cu-sulfametoxazol 1, que 

también mostraron una capacidad moderada de erradicación del biofilm.  

 

Entre las sufonamidas de plata (Figura 22), Ag-SCN-SCP mostró capacidad de erradicar hasta un 

80% del biofilm formado en todas las concentraciones ensayadas. Ag-Sulfamoxol logró erradicar 

entre un 70% y 80% del biofilm a concentraciones de 1 y 2 µg/mL, respectivamente, mientras que 

a concentraciones menores no mostró efecto. Por su parte, el complejo Ag-Sulfacloropiridazina 

presentó un comportamiento similar, aunque con una menor capacidad de erradicación, alcanzando 

aproximadamente un 60% a una concentración de 2 µg/mL.  Estos resultados sugieren que el Ag-

SCN-SCP y el Ag-Sulfamoxol son los compuestos más prometedores dentro de este grupo, con un 

alto porcentaje de erradicación del biofilm, mientras que el Ag-Sulfacloropiridazina mostró una 

menor eficacia.
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Figura 21. Porcentaje de erradicación de biofilm de los compuestos de Cu con sulfonamidas heterocíclicas. DMSO: dimetilsulfóxido: SCP: 

sulfacloropiridazina, SDZ: sulfadiazina, SMX: sulfametizole, SMTX: sulfametoxazol. Para cada concentración ensayada se muestra también el 

efecto del DMSO a la misma concentración. 
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Figura 22. Porcentaje de erradicación de biofilm de los compuestos de Ag con sulfonamidas 

heterocíclicas. DMSO: dimetilsulfóxido: SCP: sulfacloropiridazina, SDZ: sulfadiazina, SMX: 

sulfametizole, SMTX: sulfametoxazol. Para cada concentración ensayada se muestra también el efecto 

del DMSO a la misma concentración.
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7.4 Discusión de los resultados de inhibición y erradicación de biofilm 

Los compuestos más prometedores para la erradicación de biofilm fueron las sulfonamidas de Ag, 

en particular Ag-SCN-SCP y Ag-sulfamoxazol. La notable eficacia de estos compuestos podría 

atribuirse al metal al que están acomplejados, siendo la Ag un potente antimicrobiano y 

antibiofilm, del cual hasta el momento no se han descrito mecanismos de resistencia (Percival et 

al., 2016). Como era de esperar, debido a sus propiedades nanomoleculares que podrían facilitar 

una mayor penetración en la matriz del biofilm y una mejor interacción con las células bacterianas, 

el complejo de Ag-sulfamoxazol mostro muy buenos resultados, tanto en la inhibición como en la 

erradicación del biofilm. La nanotecnología aplicada a compuestos antimicrobianos ha demostrado 

mejorar la biodisponibilidad y la estabilidad de los principios activos, lo que podría explicar el 

desempeño superior de este complejo de plata en comparación con los demás compuestos 

evaluados (Chegini et al., 2024) (Hetta et al., 2023). Por otro lado, si bien el complejo Ag-

Sulfacloropiridazina logro erradicar le biofilm, el Ag-SCN-SCP alcanzo un porcentaje de 

erradicación mayor, lo que podría deberse a diferencias en su estabilidad o en su mecanismo de 

acción dentro del biofilm.  

En el caso de las sulfonamidas de Cu, los resultados mostraron una capacidad de erradicación 

moderada, y baja capacidad de inhibición. Esta menor eficacia en comparación con las 

sulfonamidas de Ag podría estar relacionada con diferencias en la forma en que estos compuestos 

interaccionan con la matriz del biofilm y las células embebidas en él, así como diferencias en la 

acción del metal con el que están acomplejados. No existe en la literatura un reporte sobre la acción 

de estos compuestos sobre el biofilm de Kp, sin embargo, Bonez y colaboradores evaluaron la 

actividad de algunos complejos metálicos de sulfametoxazol y sulfadiazina sobre el biofilm de 

algunas especies de micobacterias. En este estudio los complejos de cobre mostraron una 

capacidad variable de inhibir el biofilm a concentraciones subinhibitorias, y fueron incapaces de 

destruir el biofilm formado (Bonez et al., 2021). En este trabajo los autores sugieren que la 

inhibición de biofilm por estos compuestos podría estar relacionado con la inhibición de la síntesis 

de c-di-GMP, una molécula clave en la regulación de biofilms. 

Por otro lado, los complejos polioles metálicos presentaron resultados variables tanto en la 

inhibición como en la erradicación del biofilm, con algunos, como Cu-Sorbitol, alcanzando más 
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del 50% de erradicación en concentraciones de 2 y 1 µg/mL, mientras que otros, como Zn-Xylitol, 

no solo fueron ineficaces, sino que incluso promovieron la formación de biofilm. Cabe destacar 

que los ligandos de los polioles metálicos son altamente hidrofílicos. Si bien su complejación con 

metales aumenta su liposolubilidad, la presencia de múltiples grupos hidroxilo (-OH) podría 

restringir su capacidad de penetración en las células bacterianas o el matriz extracelular del 

biofilm, provocando una menor eficacia en la inhibición del biofilm.  

La sobreproducción de biofilm observada en algunos casos podría deberse a la toxicidad del 

compuesto para la bacteria, lo que activaría un mecanismo de defensa en el que se promueve la 

formación de biofilm. En este contexto, la bacteria podría estar favoreciendo su transición de la 

forma planctónica, más vulnerable, hacia la forma de biofilm, que le proporciona mayor protección 

frente al agente antimicrobiano. Un estudio demostró que concentración subinhibitorias de algunos 

antibióticos inducen un aumento en la producción de biofilm en Pseudomonas aeruginosa y 

Escherichia coli mediante alteración en los niveles de c-di-GMP (Hoffman et al., 2005). Otro 

estudio observó que la exposición a concentraciones subletales de inhibidores de la síntesis de la 

pared celular aumenta la formación de biofilm en Enterococcus faecalis (Yu et al., 2018). Son 

varios los estudios que sugieren que la exposición a agentes antimicrobianos puede inducir la 

formación de biofilms como una estrategia de supervivencia bacteriana (Kaplan, 2011) (Andersson 

& Hughes, 2014). 

Los resultados obtenidos resaltan la importancia de considerar no solo la actividad antimicrobiana 

de los compuestos, sino también su interacción con la estructura del biofilm y su capacidad de 

penetración en la matriz extracelular. Los resultados obtenidos son promisorios, especialmente en 

el caso de los complejos de Ag con sulfonamidas, que mostraron una mayor capacidad de 

erradicación del biofilm. Sin embargo, es fundamental realizar ensayos adicionales con los 

ligandos libres por separado para evaluar si la actividad observada es atribuible al complejo como 

tal y no de sus ligandos. Además, futuros estudios deberán incluir ensayos con más aislamientos 

de Kp multirresistente, utilizando los compuestos más prometedores, con el objetivo de validar su 

efectividad en contextos clínicos. La nanotecnología parece desempeñar un papel clave en la 

eficacia de ciertos compuestos, lo que sugiere que explorar esta línea de investigación podría 

ofrecer nuevas estrategias para el control de infecciones asociadas a biofilms bacterianos.   
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Conclusiones 

En esta tesis se secuenciaron cinco genomas completos de Kp de origen clínico mediante las 

tecnologías Illumina y Nanopore. Se lograron ensamblajes de alta calidad al pulir las lecturas 

Nanopore con las de Illumina, obteniéndose genomas circulares y cerrados. 

El análisis genómico permitió correlacionar el perfil fenotípico de resistencia con el genotípico en 

todos los aislamientos. La detección de un aislamiento de Kp pan-resistente (Kp23), incluyendo 

resistencia a colistina, es motivo de gran preocupación clínica. Siendo que la colistina es utilizada 

como terapia de último recurso para el tratamiento de infecciones por Kp resistente a 

carbapenémicos en Uruguay.  

El análisis MLST reveló la presencia de dos clonas diferentes, el secuenciotipo ST437 en los 

aislamientos productores de KPC-2 y el secuenciotipo ST307 en los productores de NDM-5. La 

detección del secuenciotipo ST307 portador de blaNDM-5 en Uruguay amerita la vigilancia 

epidemiológica y el control en los centros de salud para prevenir su diseminación. 

La diferencia de dos bandas en el perfil de restricción de PFGE de los aislamientos 54-1 y 54-2, 

obtenidos simultáneamente de la herida operatoria de un mismo paciente y que presentan fenotipos 

distintos, indica que estos están estrechamente relacionados. El uso de herramienta genética más 

sensible como el cgMLST y número de SNP demostró que los aislamientos pertenecían a la misma 

clona. 

Los plásmidos multirreplicones analizados en este estudio que albergan blaNDM-5 y blaCTX-M-15 

contienen un gran número de genes de resistencia a antibióticos, organizados en plataformas 

genéticas complejas. La transferencia de estos genes conlleva la co-transferencia de múltiples 

genes que confieren resistencia quinolonas, aminoglucósidos y trimetoprima/sulfametoxazol. Esta 

situación resalta la importancia de la vigilancia epidemiológica y el fortalecimiento de las 

estrategias de control en el ámbito de la salud, con el fin de prevenir la diseminación de estos 

patógenos y optimizar el manejo de infecciones por bacterias multirresistentes. 

Se demostró que todos los aislamientos analizados fueron capaces de formar biofilm, con 

variaciones en la intensidad de su producción, siendo los aislamientos ST437 los que mostraron 

una mayor capacidad. No se identificaron genes específicos en el genoma que expliquen esta 
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diferencia, lo que sugiere que podría estar asociada a genes aún desconocidos o a mecanismos que 

involucren diferencias en la expresión génica. 

Se evaluó la capacidad de compuestos metálicos y colistina para inhibir y/o erradicar el biofilm de 

Kp. La colistina demostró inhibir la formación de biofilm a concentraciones sub inhibitorias, con 

una mayor eficacia en los aislamientos resistentes a este antibiótico.  

Entre los complejo metálicos evaluados, las sulfonamidas de plata mostraron los mejores 

resultados tanto en la inhibición como en la erradicación del biofilm en las condiciones ensayadas, 

lo que sugiere su potencial como estrategia complementaria para el control de infecciones causadas 

por estas bacterias multirresistentes. Para confirmar su eficacia antibiofilm, sería necesario evaluar 

los compuestos más prometedores en un mayor número de aislamientos clínicos de Kp. 

En el contexto de la terapia clínica, es fundamental comprender los mecanismos de acción de los 

agentes antibiofilm. Por ello, se sugiere continuar investigando aquellos compuestos con potencial 

antibiofilm, con el objetivo de dilucidar sus mecanismos de acción, establecer sus rangos de 

toxicidad y determinar las vías de administración más eficientes. 
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Anexo I: Primers y ciclos de PCR 

   Ciclo  

Gen Primers 

PM 

producto 

(pb) 

Pre 

desnatura

lizacion 

Desnatur

alizacion 

hibrida

cion 

Extensio

n 

Extensi

on final 

N° de 

ciclos 

mcr 
FW-TGCAGCATACTTCTGTGTGG 

1626 
94°C, 

5min 

94°C, 

1min 

56°C, 1 

min 

72°C,  

3 min 

72°C, 5 

min 
35 

RV-TATCGGTTGCCATTGGCGTG 

mgrB 
FW-AAGGCGTTCATTCTACCACC 

144 
94°C, 

5min 

94°C, 

1min 

56°C, 

30 seg 

72°C,  

1 min 

72°C, 5 

min 
35 

RV-TTAAGAAGGCGGTGCTATCC 

blaNDM 
FW-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 

621  
94°C, 

5min 

94°C, 30 

seg 

52°C, 

30 seg 

72°C,   

1 min 

72°C, 5 

min 
35 

RV-CGGAATGGCTCATCACGATC 

rpoB* 
FW-GGCGAAATGGCWGAGAACCA 

1075 

94°C, 

2min 

94°C, 

30seg 

50°C,  

1 min 

72°C, 

30seg 

72°C, 5 

min 
35 

RV-GAGTCTTCGAAGTTGTAACC 

gapA* 
FW-TGAAATATGACTCCACTCACGG 

662 
RV-CTTCAGAAGCGGCTTTGATGGCTT 

mdh* 
FW-CCCAACTCGCTTCAGGTTCAG 

756 
RV-CCGTTTTTCCCCAGCAGCAG 

pgi* 

FW-

GAGAAAAACCTGCCTGTACTGCTGGC 556 
RV-CGCGCCACGCTTTATAGCGGTTAAT 

phoE* 

FW-

ACCTACCGCAACACCGACTTCTTCGG 602 
RV-TGATCAGAACTGGTAGGTGAT 

infB* 
FW-CTCGCTGCTGGACTATATTCG 

462 
RV-CGCTTTCAGCTCAAGAACTTC 

tonB* 
FW-CTTTATACCTCGGTACATCAGGTT 

539 
RV-ATTCGCCGGCTGRGCRGAGAG 

*Los primer utilizados para amplificar los genes MLST tienen una secuencia cebadora que precede al primer, llamada 

primer de secuenciación universal. F: GTTTTCCCAGTCACGACGTTGTA R: TTGTGAGCGGATAACAATTTC. 

Estos primers permiten que el ciclo utilizado para la amplificación sea el mismo para los 7 genes. 

Referencias: 

Primers mcr: (Wong et al., 2016) 

Primers mgrB: (Cannatelli et al., 2013) 

Primers blaNDM: (Poirel et al., 2011)  

Primers MLST: Obtenido de la página web del Institut Pasteur de Francia, base de datos 

especifica de Klebsiella pneumoniae https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/primers-used    

 

 

https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/primers-used
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