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Resumen 
 
Klebsiella pneumoniae ha sido descrita como una bacteria multirresistentes, debido a que ha desarrollado 
múltiples mecanismos de defensa contra la acción mediada por los antibióticos, tales como la producción de 
enzimas betalactamasas de amplio espectro (BLEES). Esta característica se encuentra ampliamente 
relacionada con su capacidad de desarrollarse en forma de biopelículas. La resistencia bacteriana es un 
problema de importancia crítica debido a que ocasiona una disminución de los tratamientos disponibles contra 
las enfermedades infecciosas. Ante esta problemática, se ha retomado el interés por estudiar alternativas 
para el tratamiento de las infecciones causadas por K. pneumoniae multirresistente. Una alternativa es la 
utilización de bacteriófagos. Los bacteriófagos o fagos, son virus que infectan bacterias de una manera 
específica a nivel de género y especie. Los fagos, presentan dos vías de desarrollo; lítica y lisogénica. Los 
fagos con ciclo de replicación lítica se multiplican dentro de la célula bacteriana y mediante diversas proteínas 
virales lisan a la bacteria al final del ciclo para liberar a los fagos maduros. La liberación de nuevos fagos 
permite la infección de nuevos hospederos de forma exponencial, inhibiendo el desarrollo bacteriano. El fago 
completo, así como las enzimas que producen la lisis celular han sido consideradas como eficientes agentes 
microbicidas. En este estudio analizamos la secuencia del fago fK08-48 de K. pneumoniae e identificamos 
un marco de lectura para una enzima o endolisina -proteína que degrada la pared de peptidoglicano-. Nuestro 
objetivo consistió en generar un sistema de expresión heteróloga de la proteína para determinar el efecto de 
la enzima recombinante sobre el crecimiento de K. pneumoniae.     
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Introducción 
Los antibióticos han jugado un papel importante salvando vidas desde su descubrimiento en 1940; sin 
embargo, la resistencia a los antibióticos por parte de las bacterias se ha vuelto un problema serio a nivel 
mundial. La resistencia a los antimicrobianos es un fenómeno natural que los microorganismos adquieren con 
el tiempo, generalmente por mutaciones o modificaciones en su genoma, sin embargo, debido al excesivo 
uso de los antibióticos, este fenómeno se ha visto acelerado de una manera importante. El surgimiento de 
nuevas cepas resistentes a los fármacos puede comprometer la capacidad humana para el tratamiento de 
las infecciones comunes. A medida que la farmacorresistencia se distribuye en todo el mundo, los antibióticos 
son cada vez menos eficaces, lo que conduce a infecciones más difíciles de tratar y a un aumento en la 
mortalidad [1]. En 2017 la Organización Mundial de la Salud publicó una lista de los patógenos resistentes a 
múltiples antibióticos con prioridad alta para el desarrollo e investigación de nuevas alternativas de 
tratamiento; en esta lista se encuentra, entre otros organismos, Klebsiella pneumoniae [2]. 

Klebsiella pneumoniae es un patógeno asociado a infecciones nosocomiales, como la neumonía, las 
septicemias o las infecciones de los recién nacidos y los pacientes ingresados en unidades de cuidados 
intensivos y es la segunda bacteria Gram negativa causante de infecciones invasivas [3]. Es clasificada como 
un microorganismo multirresistente debido a la resistencia a antibióticos betalactámicos y carbapenémicos. 
En algunos países, los carbapenémicos ya no son eficaces en más de la mitad de los pacientes con 
infecciones ocasionadas por K. pneumoniae debido a la producción de enzimas betalactamasas y 
carbapenemasas [4]. Por esta razón, el desarrollo de nuevas alternativas de terapia se ha vuelto un objetivo 
importante.  
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Entre las nuevas terapias se encuentra el uso de bacteriófagos o fagos, conocido como fagoterapia. Los fagos 
son virus que infectan a las bacterias y tienen todas las propiedades virales comunes: son parásitos 
intracelulares obligados, ya que hacen un uso extensivo de la maquinaria del hospedero para su replicación. 
Tienen genomas de DNA o de RNA relativamente pequeños y muestran una alta especificidad hacia la 
bacteria huésped. Hay diferentes tipos de morfología viral, pero la estructura más abundante son los fagos 
con cauda de ADN de doble cadena (dsDNA), en los que el material genético se encuentra protegido por una 
cápside (cabeza) unida a una cola o cauda [5]. La replicación viral se realiza a través de un ciclo lisogénico o 
lítico. El ciclo lisogénico es la replicación viral latente, que consiste en que el genoma del fago se inserta en 
el material genético de la bacteria huésped y se replica al mismo tiempo que el genoma bacteriano al pasar 
a las células hijas. El ciclo lítico inicia una vez que el genoma viral entra a la célula blanco, se replica y sintetiza 
todas las proteínas requeridas para el ensamblaje de nuevos viriones utilizando la maquinaria bacteriana. El 
ciclo termina con la lisis de la bacteria para la liberación de la progenie viral madura. Este ciclo de replicación 
consiste en cuatro etapas: la adsorción del fago a la célula hospedera; penetración del material genético; 
desarrollo intracelular y liberación de la progenie con la consecuente muerte bacteriana [6]  

El uso de los fagos ha demostrado diversas ventajas como la alta especificidad hacia la bacteria patógena, -
lo cual mantiene una microbiota normal-, baja toxicidad y un vasto repertorio de fagos que pueden ser 
utilizados aun cuando las bacterias sean resistentes a los antibióticos [7]. El fago completo, así como las 
enzimas que producen la lisis celular han sido consideradas como eficientes agentes microbicidas [8]. 

Previamente, nuestro equipo de trabajo aisló y caracterizó al bacteriófago K08-48, un bacteriófago 
perteneciente a la familia Siphoviridae que infecta y lisa a aislados de Klebsiella pneumoniae 
farmacorresistentes. El análisis de la secuencia del genoma viral mostró al menos 3 proteínas involucradas 
en la lisis celular durante el ciclo lítico; estas enzimas son la holina, endolisina y la espanina. Además de 
estas enzimas se encontró una proteína de la cauda viral con posible acción de depolimerasa [9] 

Las depolimerasas son enzimas altamente específicas que actúan sobre la digestión de polisacáridos de la 
cápsula, exopolisacáridos y los lipopolisacáridos de la bacteria huésped. Este efecto expone los receptores 
de la superficie celular que son requeridos para la adhesión, facilitando la infección por el fago (Figura 1) [10]. 
Además, las depolimerasas tienen una gran potencial para inhibir la formación o para la desestabilización de 
biopelículas [11]. El crecimiento en biopelícula se caracteriza por la adhesión a una superficie biótica o 
abiótica con la producción de múltiples capas de polímeros extracelulares en donde las bacterias se 
encuentran embebidas [12]. La biopelícula protege al patógeno de condiciones adversas y de la respuesta 
inmune del huésped, además de impedir que los antimicrobianos lleguen a su célula blanco para ejercer su 
acción [12]. 

Los fagos utilizan a las enzimas como las depolimerasas para dispersarse libremente entre la matriz de la 
biopelícula. Por lo que, el uso de estas enzimas es de gran utilidad para degradar la capa de exopolisacáridos. 
Esta acción permite el acceso de las moléculas del sistema inmune para para combatir al patógeno y facilita 
el transporte de los antimicrobianos hasta donde se encuentran las bacterias metabólicamente activas. La 
principal ventaja con el uso de estas enzimas degradadoras de polímeros es que la célula no se rompe y por 
ello no hay liberación de endotoxinas que puedan inducir un proceso inflamatorio agudo [9].  
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Figura 1. 
Mecanismo de acción de las depolimerasas durante el inicio del proceso infectivo de los bacteriófagos. Adaptado de 

Nazir A., (2023).  
 

Por otra parte, las endolisinas o lisinas son enzimas que codifica el genoma viral para producir proteínas 
encargadas de desestabilizar la pared de peptidoglucano y destruir las células bacterianas, acción 
indispensable durante el ciclo de replicación lítica [13] [14]. Se han descrito cuatro tipos de mecanismos por 
los cuales las endolisinas actúan: actividad de glicosidasas, endopeptidasas, amidohidrolasas y 
transglicolasas [14]. Las endolisinas, como su nombre lo indica, lisan a la célula desde adentro; sin embargo, 
estas enzimas trabajan en conjunto con otras proteínas hidrofóbicas que generan poros (>100 nm de 
diámetro) en la membrana celular interna las cuales son llamadas holinas [15]. En conjunto todos estos 
componentes actúan para desestabilizar la envoltura celular para la liberación de la progenie viral madura 
(Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Mecanismo de acción de las endolisinas durante el final del ciclo lítico de los bacteriófagos.  
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En el presente trabajo, nuestro objetivo fue obtener un sistema de expresión heterólogo de la proteína viral 
endolisina del fago ΦK08-48 de K. pneumoniae para posteriormente determinar su efecto sobre cepas de K. 
pneumoniae resistentes y formadoras de biopelícula.  

Estrategia experimental 

El primer paso consistió en la amplificación de la secuencia que codifica para la endolisina (Figura 3) utilizando 
los oligos directo específicos de la enzima endoFw: GGATCCATGAAAACGCGGCTTACTTTC y reverso 
endoRv: CTCGAGTCATTTCAGATCCTTAATGCATAG, siguiendo las condiciones de reacción: 
desnaturalización inicial a 94°C por 3 minutos, y 30 ciclos de desnaturalización a 94°C por 45 segundos, 
alineamiento a 59°C por 30 segundos y elongación a 72°C durante 45 segundos, con una extensión final de 
72° por 10 minutos.  
 
Posteriormente, el amplicon fue digerido con las enzimas de restricción XhoI y BamHI para realizar la ligación 
en el vector de expresión pET-32a (+). La construcción generada se transformó por choque térmico en células 
competentes de E. coli BL-21. Las células transformantes se seleccionaron en placas de LB-ampicilina (100 
µg/mL) y se confirmó la construcción por PCR con los oligos directo T7 Fw: TAATACGACTCACTATAGGG y 
reverso T7 Rv: GCTAGTTATTGCTCAGCGG bajo las siguientes condiciones de amplificación: 
desnaturalización inicial a 94°C durante 3 minutos, y 30 ciclo de desnaturalización a 94°C durante 45 
segundos, alineamiento a 59°C durante 30 segundos y elongación a 72°C durante 45 segundos, con una 
elongación final da 72°C durante 10 minutos.  
 
Una vez confirmada la presencia del constructo con la secuencia de interés en las clonas seleccionadas se 
realizó la inducción de la expresión de la endolisina con IPTG (Isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido). Para 
esto, un preinóculo bacteriano de la clona seleccionada se ajustó a una Densidad Optica (DO) a 600 nm de 
0.5, enseguida se añadió el inductor IPTG a una concentración final de 1mM por 1, 2, 3, y 4 horas. Finalmente, 
las células se lisaron empleando Buffer de lisis BugBuster Novagen y se analizó el homogenado total para 
determinar la expresión de la endolisina a través de un análisis de electroforesis en gel de poliacrilamida 
(SDS-PAGE) al 12%.  
 
Todas las técnicas de amplificación, extracción de DNA plasmídico, electroforesPCR y clonación se realizaron 
de acuerdo con las técnicas estándar [16]. 
 

Figura 3. Estrategia experimental para la obtención de un sistema heterólogo de expresión  
de la endolisina del fago ΦK 08-48   
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Resultados 
La amplificación del gen de la endolisina del fago ΦK08-48 fue de 477 pb. Este tamaño es similar a otras 
endolisinas identificadas como, la del fago de K. pneumoniae sin4 (ID: NC_049847.1) que tiene un tamaño 
de 496 pb muy similar a las endolisinas de bacterias Gram positivas y Gram negativas como: LysAB2 aislada 
del fago de Acinetobacter baumannii [17] y Lys46 aislada de un fago lisogénico de Bacillus subtilis [18]. El 
amplicón (figura 4A) fue purificado, digerido y ligado en el plásmido pET-32a (+).  

Como resultado de la transformación se seleccionaron 4 clonas que presentaban la resistencia al antibiótico. 
De las 4 colonias seleccionadas, la clona 1 y la clona 7 amplificaron un fragmento correspondiente al tamaño 
del gen y de las secuencias que flanquean el sitio de multiclonación, lo cual se corroboró mediante PCR 
obteniendo el amplicón mostrado en la figura 4B (aproximadamente de ~1200 pb). 

Posteriormente se realizó la inducción de la proteína con la finalidad de determinar la eficiencia de la 
expresión de la construcción pET32(+)/EndoK08. En las figuras 4C y 4D se muestran los extractos totales de 
los cultivos de la clona 1 y la clona 7 respectivamente inducidas de 1 a 4 horas.  Siguiendo esta metodología 
se esperaba observar una banda en el gel de poliacrilamida, correspondiente a la proteína en un peso de 
aproximadamente 20 kDa, sin embargo, la intensidad de las bandas observadas sugiere una baja expresión 
de la endolisina. En este punto se requiere de estandarizar las condiciones de inducción para tener una 
expresión eficiente, esto dado que los resultados de PCR sugieren que sí se tiene el constructo con el gen 
de interés en el vector de expresión.  

 

 

 
 
 

Figura 4.  Obtención del constructo pET32(+)/Endo K08 y análisis de la expresión de la endolisina mediante 
SDSPAGE. A) amplificación de gen de la endolisina de 477 pb B) Las clonas 1 y 7 (carriles 3 y 5) que presentan 
amplificación con los oligos T7 de 1231 pb correspondiente a la secuencia de interés. C) SDS-PAGE al 12% que 

muestra la inducción de la proteína de interés en la clona 1 y D) en la clona 7 de 1 a 4 horas en los carriles 2,3 y5 
respectivamente.  
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Conclusión 
Se obtuvieron dos clonas que presentan la construcción pET-32a(+)/EndoK08, la cual corresponde a la 
secuencia de la endolisina del fago K08-48 de K. pneumonaniae en el vector de expresión. La inducción de 
la expresión de la proteína recombinante mostró una expresión mínima alrededor de los 20 kDa, por lo que 
es necesario estandarizar las condiciones de expresión en el sistema de E. coli BL-21.  
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