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INTRODUCCION

Genes de resistencia en Colombia que expresan BLEES
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INTRODUCCION

Genes de resistencia en Colombia para Carbapenemasas
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Re- sensibilizacion INTRODUCCION

“Proceso de edicion genética que al ser empleado en una
bacteria que habia adquirido previamente
multirresistencia a antibidticos por transmision horizontal
de genes o mutacion, devuelve a dicha bacteria sus
caracteristicas previas de susceptibilidad”.

Jun —Seob et al, 2016



I1.OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Analizar la tecnologia CRISPR/Cas9 como una herramienta clave a
emplearse para aminorar la resistencia a antibioticos relacionada
con THG en E. coliy P. aeruginosa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Describir algunos estudios que permiten considerar la tecnologia
CRISPR/Cas9 una herramienta util en la edicion de genomas
bacterianos.

2. Demostrar los mecanismos por los cuales la tecnologia CRISPR/Cas9
permite la Re-sensibilizacion de bacterias de interés clinico.

3. Presentar algunos hallazgos en la edicion de genomas de E. coli y P.
Aeruginosa que son relevantes para contrarrestar la resistencia a
antibioticos producto de THG.
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1. Herramienta de CRISPR/Cas9
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Mecanismo de la inmunidad de CRIPSR/Cas9 Tipo Il
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Tecnologia CRISPR Cas9 RESULTADOS
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CRISPR/Cas asociado a nucleasas guiadas por ARN
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CRISPR/Cas asociado a nucleasas guiadas por ARN RESULTADOS
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2.Re-sensibilizacidon de Escherichia coli productora de BLEES
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Plasmidos de experimentacion RESULTADOS
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Evaluacion de la resistencia antes y después de la re-sensibilizacidon

E. coli E. coli BW25113 (pESBL)
— BW29113. ™ None pCas9 PpRESAFR;gg,
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Antibiotics £ coli E. coli BW25113 (pESBL)
BW25113 e P ——
Chloramphenicol {34 pg) 17 18
Ceftazidime (1 yg) 18 ; . 20.040.63 F
Ampicillin (10 g) 15 . - 16.8:1.02 Jun —Seob et al, 2016




Re-sensibilizacion
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3. Intervencion del gen mcr-1 con CRISPR Cas9
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Eliminacidon de la resistencia mcr-1 en varios plasmidosRESULTADOS

4 Rop. N\
wo 1826
v \  lethomoiogeus srm H1
""“ "-"g.-b ‘q".m—.—""'

M_ promoter BRa J23118
wiBh *  dbiTerm
Wes_ T right homologous am K2
¥ pMob-Cas9 s
e 9 L L 3

Obtencion del plasmido pMob.Cas9

Dong et al., 2019



Células viables y sobrevivientes
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4.Efecto de CRISPR Cas9 en la mutacion gyrA RESULTADOS

Target sequence (20 bp)
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. s .« 2 . . . RESULTADOS
Relacion de la mutacidn y la resistencia a quinolonas
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5. Re- sensibilizacion del Gen WspF en Pseudomonas aeruginosa.
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.o .« 7 - . RESULTADOS
Modificacidon genética precisa
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Sistema guanina de citosina RESULTADOS
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Weizhong Chen, Qiu, Dong, Sun, Jun- Seob, Citorik han encontrado hallazgos similares de Re-
sensibilizacion entre el 2015 y 2018, que sugieren que CRISPR/Cas9 demuestra ser una

herramienta precisa para Re-sensibilizar superbacterias.

El Gen mcr-1 aparecido en 2016 en China y ese mismo
afo ya se tenia conocimiento de su presencia por parte
del INS en aislamientos de S. entérica typhimurium vy E.
coli, recuperadas de 4 personas de distintas regiones del
pais, lo que confirma la capacidad de un gen de
resistencia para diseminarse rapidamente gracias a
plasmidos, la restauracion de la sensibilidad bacteriana a
polimixinas tiene un potencial importante en salud
publica

VI.DISCUSION

Datos demogréficos y caracteristicas microbiologicas de aislamientos positivos para el

gen mcr-1.
Microorg 5. Typhimurium E. coli*
Caodigo INS GMR-5-1257 GMR-5-1454 GMR-5-356.16 GMR-RA-229.16
Departamento Bogotd Antioquia Boyacd Santander
Edad (afios) 1 2 5 35
Sexo Masculing Masculino Masculino Femenino
Muestra Materia fecal Orina Materia fecal Secrecion vaginal
Afio de aislami 2015 2015 2016 2016
CIM (pg/mL) de colistina** >4 >4 >4 16
Resistencia adicional AME TET, CHL, NAL, TET, CHL, NAL, AMK
{ o intermedio) AMP, CIP AMP

* Alslamiento de consulta externa remitido al programa IAAS por la alerta de enero de 2016, para confirmacidn de

resistencia a colistina.

CIM: Concentracidn Inhibitoria Minima.

**: CIM de colistina determinada por Micrascan en Salmenella Typhimurium y por E-test en E. coli.

TET: tetraciclina; CHL: cloranfenicol; NAL: dcido nalidixico; AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina, AME: Amikacina.

La vigilancia epidemioldgica es insuficiente frente al control de infecciones intrahospitalarias,
es interesante plantear al menos en teoria como desarrollar un programa de vacunacion de

bacterias que se implemente cuando emerge una resistencia por THG.




VII.CONCLUSIONES

1.CRISPR Cas 9 puede re-sensibilizar bacterias Gram negativas como E.coli y P aeruginosa, por
medio de la edicidn genética a través de plasmidos de disefio o fagos especificos que tienen la
secuencia especifica para un gen de resistencia.

2. Hay varios caminos de re-sensibilizacion implementando CRISPR Cas9, eliminacion de un gen
de resistencia a antibioticos, insercion de un plasmido compuesto que edita varios genes de
resistencia a la vez, por electroporacion e implementacién de péptidos antimicrobianos o
causando una mutacion cromosdomica como en el caso de la re- sensibilizacion en las quinolonas.

3. Es importante hacer la discusion y llegar a un consenso sobre el adecuado uso de CRISPR Cas9
en la lucha contra la resistencia a antibidticos, y verificar su implementacion como re-
sensibilizador y antimicrobiano.

4. La prevencion de la distribucion de genes de transmision horizontal como mcr-1 por medio de
CRISPR Cas9 tiene un potencial en salud publica altamente importante.

5. A pesar de la diversidad de genes de resistencia y su alta distribucidon, es posible disefiar
meétodos de re-sensibilizacion compuestos que extingan la expresion de varias resistencias en un
mismo ensayo.
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