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Resumen

Titulo: Sistema CRISPR/Cas como marcador poblacional en Klebsiella pneumoniae: Un
enfoque bioinformatico”
Autor: Anderson Orlando Bonilla Ayala™

Palabras Clave: CRISPR, marcador poblacional, resistencia a antibidticos, machine learning

Descripcion:

El sistema CRISPR/Cas es un mecanismo de inmunidad adaptativa presente en procariotas que
almacena fragmentos de material genético exdgeno adquiridos durante infecciones previas.
Debido a esta capacidad, los arreglos CRISPR constituyen registros dinamicos de la interaccion
bacteriana con elementos genéticos mdviles, lo que plantea su potencial uso como marcador
poblacional y epidemioldgico, asi como su posible relacion con la resistencia a antibioticos.

En este estudio se analizaron genomas completos de K. pneumoniae disponibles en la base de
datos BV-BRC. Los arreglos CRISPR fueron identificados mediante CRISPRCasFinder y
posteriormente procesados mediante scripts desarrollados en Python. Ademas, se implementaron
modelos de machine learning para evaluar la asociacion entre espaciadores, patrones CRISPR y
resistencia antimicrobiana.

Menos de la mitad de las cepas analizadas presentd sistema CRISPR/Cas. Entre ellas se
observaron perfiles susceptibles, resistentes y multirresistentes a antibiéticos, lo que indica que la
presencia del sistema no excluye la coexistencia con la resistencia antimicrobiana. Asimismo, se
identificaron 664 espaciadores y 157 patrones de espaciadores, evidenciando una alta
variabilidad en la composicion de los arreglos CRISPR. Tres cepas aisladas de distintas regiones
geogréficas en diferentes afios comparten arreglos altamente similares, lo que sugiere una posible
historia evolutiva compartida del locus CRISPR. Los analisis exploratorios con modelos
predictivos mostraron que determinados espaciadores y patrones CRISPR contribuyeron a la
clasificacion de cepas resistentes dentro del conjunto de los datos analizados.

En conjunto, los resultados sugieren que el sistema CRISPR/Cas podria presentar cierta
flexibilidad frente a la adquisicién de material genético externo, particularmente en cepas
resistentes. Asimismo, la conservacion de arreglos CRISPR altamente similares entre cepas
aisladas en diferentes contextos geograficos respalda su potencial utilidad como marcador
poblacional y epidemioldgico. Finalmente, la asociacion observada entre determinados
espaciadores y la prediccidon de resistencia antimicrobiana indica una relacion mas compleja
entre CRISPR/Cas y resistencia a antibioticos de lo planteado tradicionalmente.

* Trabajo de Grado
™ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: José Arturo Gutiérrez Triana. PhD en Ciencias Naturales.
Codirector: Mauricio Corredor Rodriguez. PhD en Genética Molecular.
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Abstract

Title: CRISPR/Cas system as a population marker in Klebsiella pneumoniae: A bioinformatic
approach”
Author: Anderson Orlando Bonilla Ayala™

Key Words: CRISPR, population marker, antibiotic resistance, machine learning.

Description:

The CRISPR/Cas system is an adaptive immune mechanism found in prokaryotes that stores
fragments of exogenous genetic material acquired during previous infections. Due to this
capability, CRISPR arrays constitute dynamic records of bacterial interactions with mobile
genetic elements, highlighting their potential use as population and epidemiological markers, as
well as their possible relationship with antibiotic resistance.

In this study, complete Klebsiella pneumoniae genomes available in the BV-BRC database were
analyzed. CRISPR arrays were identified using CRISPRCasFinder and subsequently processed
through Python scripts. In addition, machine learning models were implemented to evaluate the
association between CRISPR spacers, spacer patterns, and antimicrobial resistance.

Less than half of the analyzed strains carried a CRISPR/Cas system. Among these, susceptible,
resistant, and multidrug-resistant phenotypes were identified, indicating that the presence of the
system does not preclude the coexistence of antimicrobial resistance. Furthermore, 664 spacers
and 157 spacer patterns were identified, revealing a high degree of variability in CRISPR array
composition. Three strains isolated from different geographic regions and years shared highly
similar CRISPR arrays, suggesting a possible shared evolutionary history of the CRISPR locus.
Exploratory analyses using predictive models showed that specific spacers and CRISPR patterns
contributed to the classification of resistant strains within the analyzed dataset.

Overall, the results suggest that the CRISPR/Cas system may exhibit a certain degree of
flexibility toward the acquisition of exogenous genetic material, particularly in resistant strains.
Likewise, the conservation of highly similar CRISPR arrays among strains isolated from
different geographic contexts supports their potential utility as population and epidemiological
markers. Finally, the observed association between specific spacers and the prediction of
antimicrobial resistance indicates a more complex relationship between CRISPR/Cas and
antibiotic resistance than has traditionally been proposed.

* Degree Work
™ Faculty of Science. School of Biology. Director: José Arturo Gutiérrez Triana. PhD in Natural Sciences.
Codirector: Mauricio Corredor Rodriguez. PhD in Molecular Genetics.
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Introduccion

La resistencia a los antibioticos es un fenémeno documentado desde los primeros afios de
la introduccidn de la penicilina en el tratamiento clinico (Rammelkamp & Maxon, 1942; McKee
& Houck, 1943). Sin embargo, en las Gltimas décadas, se ha convertido en un problema de salud
publica global debido a la proliferacion de bacterias resistentes, dificultando la eficacia de los
tratamientos antimicrobianos y el control de las enfermedades infecciosas (Miller and Arias,
2024; OMS, 2024). En el afio 2019 se estimaron 1.27 millones de muertes directamente
atribuibles a bacterias resistentes a antimicrobianos y 4.95 millones de muertes asociadas a este
fendmeno (Murray et al., 2022). Esta situacion ha motivado la implementacion de estrategias
internacionales de vigilancia, prevencion y control, incluidas las directrices establecidas por la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS, 2016; OMS, 2024). En Colombia, el Instituto Nacional
de Salud ha reportado frecuencias elevadas de resistencia en infecciones nosocomiales causadas
por bacterias Gram negativas, particularmente en Unidades de Cuidados Intensivos y servicios
de hospitalizacion (INS, 2019).

La resistencia bacteriana puede originarse por mutaciones cromosémicas 0 mediante la
adquisicion de genes de resistencia por transferencia horizontal de genes, mediada por elementos
genéticos maviles como plasmidos, transposones e integrones (Urban-Chmiel et al., 2022). Estos
determinantes genéticos favorecen la aparicion de mecanismos que reducen la eficacia de los
antibioticos, entre ellos la inactivacion enzimatica del farmaco, la modificacion de sus sitios
diana, la disminucion de la permeabilidad celular y la expulsion activa mediante bombas de
eflujo (De Oliveira et al., 2020). La expansion de estos determinantes genéticos se ha visto
favorecida por el uso extendido e indiscriminado de estos farmacos, tanto en contextos clinicos

como en actividades agropecuarias (Col & Connor, 1987; DuPont & Steele, 1987; Holt et al.,
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2015). Esta presion selectiva ha contribuido a la seleccion y diseminacion de cepas resistentes en
multiples entornos ecoldgicos, particularmente en entornos hospitalarios, donde la presion
selectiva favorece la acumulacion de determinantes genéticos de resistencia y la expansion de
cepas multirresistentes (Holt et al., 2015).

En respuesta a esta problematica, se han propuesto alternativas terapéuticas
complementarias, entre ellas el uso de bacteriéfagos. Sin embargo, la eficacia de estos virus
puede verse condicionada por la presencia de los sistemas de inmunidad innata y adquirida de la
bacteria. En particular, el sistema CRISPR/Cas es un mecanismo de inmunidad adaptativa
bacteriana capaz de reconocer y degradar material genético exdgeno, como ADN o ARN viral y,
en algunos casos, plasmidos (Barrangou et al., 2007; Garneau et al., 2010). Durante este proceso,
las bacterias incorporan en su genoma nuevos fragmentos de ADN derivados de estos elementos
genéticos que han infectado previamente a la célula, denominados espaciadores. Por lo tanto, los
arreglos CRISPR constituyen registros dinamicos de infecciones pasadas, conformados por
secuencias altamente variables entre cepas (Jiang et al., 2013). Ademas de participar en la
defensa frente a bacteri6fagos, los sistemas CRISPR/Cas pueden interferir en la transferencia
horizontal de genes y, en consecuencia, limitar la adquisicién de algunos determinantes
resistencia antimicrobiana (Marraffini et al., 2008). A pesar de ello, en entornos sometidos a
elevada presion selectiva, algunas bacterias pueden perder, modular o inactivar componentes del
sistema CRISPR/Cas para facilitar la incorporacién de genes de resistencia (Jiang et al., 2013).

En el contexto actual de la resistencia antimicrobiana, Klebsiella pneumoniae representa
uno de los patdgenos bacterianos de mayor relevancia clinica debido a su elevada capacidad para
adquirir y diseminar genes de resistencia y virulencia mediante transferencia horizontal (Holt et

al., 2015; Wyres et al., 2020). Esta capacidad favorece su adaptacién a ambientes sometidos a
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alta presion selectiva, como los entornos hospitalarios, y contribuye a la expansion global de
linajes multirresistentes. En este escenarios, la interaccion entre elementos genéticos maviles y
los sistemas CRISPR/Cas resulta de particular interés, ya que estos ultimos no solamente pueden
actuar como barreras frente a la incorporacion de ADN exogeno (Barrangou et al., 2007) sino
que, al mismo tiempo, pueden aportar valiosa informacion sobre las relaciones evolutivas entre
cepas, asi como posibles eventos de transmision y dispersion geografica gracias a la
composiciodn, organizacion e identidad de los espaciadores en el arreglo CRISPR. Esta diversidad
tiene el potencial de ser utilizada como un marcador poblacional o epidemioldgico para rastrear
la circulacién y migracion de cepas bacterianas entre distintos ambientes y regiones,

fortaleciendo, los estudios filogendmicos y de tipificacion molecular.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Caracterizar arreglos CRISPR en Klebsiella pneumoniae a partir de genomas reportados,
con el fin de evaluar su variabilidad y posible relacion con la resistencia a antibiéticos y la
dinamica epidemioldgica de esta especie.
1.2 Objetivos Especificos

1. Detectar la presencia o ausencia de loci CRISPR en genomas de K. pneumoniae.

2. Clasificar el sistema CRISPR a partir de regiones conservadas y variables, el
polimorfismo en longitud y composicion de los arreglos CRISPR.

3. Analizar la asociacion entre la presencia/ausencia de arreglos CRISPR y los perfiles de

resistencia a antibidticos.
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2. Cuerpo del Trabajo

2.1 Marco Referencial
2.1.1 Historia de la resistencia a antibioticos

El siglo XX representd un periodo determinante en el desarrollo de estrategias para
combatir las infecciones bacterianas, las cuales constituyeron una de las principales causas de
mortalidad humana. Entre los primeros avances se encuentra el descubrimiento de los
bacteriéfagos, virus capaces de lisar bacterias descubiertos en la segunda década del siglo,
utilizados inicialmente en el tratamiento de infecciones como la disenteria (Compton, 1942). Sin
embargo, la introduccién de los antibidticos en la década de 1940 reemplazé a la bacteriéfagos,
transformando radicalmente el manejo clinico de las enfermedades infecciosas, reduciendo la
gravedad de numerosas infecciones bacterianas y contribuyendo al aumento de la esperanza de
vida.

A pesar de este avance, pocos afios después del uso clinico de la penicilina comenzaron a
registrarse casos de resistencia antimicrobiana, tanto en experimentos in vitro (McKee & Houck,
1943) como en aislamientos provenientes de pacientes infectados (Rammelkamp & Maxon,
1942). En el entorno hospitalario, la propagacion de cepas resistentes ocurrié rapidamente,
reportandose brotes con frecuencia (Bondi & Dietz, 1945; Plough, 1945; Barber &
Rozwadowska-Dowzenko, 1948). Con el tiempo, este fendmeno se extendid a multiples grupos
bacterianos y se asocid con un incremento en la mortalidad por infecciones hacia finales del siglo
XX (Cohen, 1992; Armstrong, 1999). En bacterias de vida libre, la adquisicién de resistencia
ocurria de forma mas lenta debido a la menor presion de seleccion en ambientes naturales (Holt
et al., 2015). No obstante, la produccién masiva y el uso indiscriminado de antibidticos (Col &

Connor, 1987), junto con el desarrollo de antimicrobianos de amplio espectro y su
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implementacion en la ganaderia (DuPont & Steele, 1987), intensificaron dicha presion selectiva
y favorecieron la emergencia de cepas resistentes en diversos ecosistemas. Ademas de promover
la seleccion de bacterias resistentes, el uso inadecuado de antibidticos altera la microbiota
normal, facilitando la colonizacién e infeccidn por patdgenos oportunistas (Chen et al., 2023).

Como consecuencia, la resistencia antimicrobiana se ha consolidado como un problema
de salud puablica global. Para 2019, se estimaron aproximadamente 1,27 millones de muertes
atribuidas directamente a bacterias resistentes y cerca de 4,95 millones de muertes asociadas a
estas (Murray et al., 2022). Asimismo, la resistencia a los antibidticos continda en aumento
(OMS, 2025), situacion que ha motivado el desarrollo de estrategias internacionales para su
vigilancia y control. En este contexto, y en concordancia con las recomendaciones de la
Asamblea Mundial de la Salud (OMS, 2016), el gobierno colombiano implementd el Protocolo
de Vigilancia de Resistencia bacteriana a los antimicrobianos en el ambito hospitalario (INS,
2022), con el propdsito de fortalecer el monitoreo epidemioldgico de bacterias resistentes en el
pais.
2.1.2 Métodos de resistencia bacteriana

La resistencia bacteriana a los antibidticos puede surgir mediante mutaciones
cromosOmicas 0, con mayor frecuencia, a través de la adquisicion de genes de resistencia
mediados por elementos genéticos mdviles, como plasmidos conjugativos, transposones e
integrones (Urban-Chmiel et al., 2022; De Oliveira et al., 2020). En consecuencia, el repertorio
de determinantes genéticos de resistencia de una cepa no depende exclusivamente de su linaje
evolutivo, sino también de las interacciones genéticas establecidas con otras bacterias presentes
en el entorno, incluso pertenecientes a diferentes especies o nichos ecoldgicos (Holt et al., 2015;

Wyres and Holt, 2018; Kim and Cha, 2021). Estos determinantes genéticos pueden conferir
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diversos mecanismos de resistencia, tales como la produccion de enzimas que degradan o
inactivan antibioticos, la modificacion de los sitios diana bacterianos, la disminucion de la
permeabilidad celular por alteraciones en porinas, la expulsion activa de antimicrobianos
mediante bombas de eflujo y la formacion de biopeliculas (De Oliveira et al., 2020). La
relevancia clinica de estos mecanismos es especialmente evidente en el grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), conformado por bacterias con alta
capacidad de adaptacion al entorno hospitalario y el desarrollo de resistencia intrinseca o
adquirida, lo que limita considerablemente las opciones terapéuticas disponibles (Miller and
Arias, 2024; OMS, 2024).

Ante el incremento de la resistencia antimicrobiana, se han explorado estrategias
alternativas o complementarias para el tratamiento de infecciones bacterianas, incluyendo
péptidos antimicrobianos, sistemas de liberacién de farmacos basados en nanoparticulas o
liposomas, modificaciones estructurales de antibioticos y el uso terapéutico de bacteriéfagos
(Sultan et al., 2018). Estos ultimos han recuperado interés en los Ultimos afios debido a
resultados favorables estudios experimentales y en algunos reportes clinicos, especialmente
frente a infecciones causadas por bacterias multirresistentes (Schooley et al., 2017; Leitner et al.,
2017).

2.1.3 Sistema CRISPR/Cas

Las secuencias CRISPR corresponden a regiones gendmicas presentes en algunos
procariotas, conformadas por repeticiones cortas parcialmente conservadas e intercaladas con
secuencias variables llamadas espaciadores. Estos espaciadores suelen derivarse de elementos

genéticos mdviles, como bacteriéfagos o plasmidos, con los que la célula o sus ancestros han
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tenido contacto previo. En asociacion con las proteinas Cas (CRISPR-associated), el sistema
CRISPR/Cas puede funcionar como un mecanismo de inmunidad adaptativa capaz de reconocer
y degradar material genético exdgeno, como ADN o ARN viral y, en algunos casos, secuencias
plasmidicas (Barrangou et al., 2007; Garneau et al., 2010). Durante este proceso, nuevos
espaciadores pueden incorporarse al arreglo CRISPR, generando una memoria molecular parcial
de exposiciones previas a elementos genéticos mdviles. Por esta razon, la composicion y
organizacion de los espaciadores puede variar considerablemente entre cepas y aportar
informacién tanto de su historia evolutiva como de las interacciones con el entorno genético
(Jiang et al., 2013).

Ademas de conferir resistencia frente a bacteridéfagos, algunos sistemas CRISPR/Cas
pueden influir en la regulacion de factores de virulencia (Wiedenheft y Bondy-Denomy, 2017) y
restringir la transferencia horizontal de genes, reduciendo potencialmente la adquisicion de
determinantes de resistencia antimicrobiana (Marraffini et al., 2008). Sin embargo, en ambientes
sometidos a alta presion selectiva, como los entornos hospitalarios, algunas bacterias pueden
inactivar o perder componentes del sistema CRISPR/Cas para facilitar la incorporacién de genes
de resistencia y aumentar su supervivencia (Jiang et al., 2013). Ademas, la conservacién o
pérdida de estos sistemas puede depender del balance entre sus beneficios defensivos y sus
costos fisioldgicos, asi como de la diversidad y frecuencia de exposicion a fagos y otros
elementos moviles en cada nicho ecolégico (Diez-Villasefior et al., 2010).

2.1.4 Aspectos generales de Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceae que

puede encontrarse tanto en vida libre, en cuerpos de agua o en el suelo, como asociada a distintos

hospederos, entre ellos plantas, animales y seres humanos. En algunas situaciones puede
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desempefiar un papel de comensal, patdgeno oportunista o patégeno (Wyres and Holt, 2018;
Wyres et al., 2020). En el ambito hospitalario constituye una de las principales causas de
infecciones nosocomiales, al provocar neumonia e infecciones en heridas, del torrente sanguineo
y del tracto urinario, las cuales pueden progresar a bacteriemia. Asimismo, en la comunidad
también es capaz de ocasionar infecciones graves, entre ellas neumonia, absceso hepatico
pidgeno y meningitis (Holt et al., 2015; Wyres et al., 2020).

Gran parte del fenotipo de resistencia de K. pneumoniae se relaciona con la transferencia
horizontal de genes mas que con mutaciones cromosémicas (Wyres et al., 2020). Este fendmeno
es particularmente frecuente en ambientes hospitalarios, donde la exposicion continua a
antibidticos y antisépticos favorece la acumulacion y diseminacion de genes de resistencia (Holt
et al., 2015). Esta bacteria presenta resistencia intrinseca a algunos betalactamicos vy,
adicionalmente, puede adquirir genes que confieren resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion y carbapenémicos, considerados antibiéticos de ultima linea terapéutica (De Oliveira
et al., 2020; Wyres et al., 2020). Entre sus principales factores de virulencia se encuentran las
adhesinas fimbriales, los polisacaridos capsulares y los sidero6foros, estos Gltimos asociados con
mayor frecuencia a cepas hipervirulentas adquiridas en la comunidad (Holt et al., 2015; Chen et
al., 2023).

En Colombia, en un informe del Instituto Nacional de Salud (2019) se registraron
infecciones nosocomiales causadas por cepas de K. pneumoniae resistentes a cefalosporinas de
tercera generacion presentando frecuencias entre 25,3 % y 34,7 % en adultos hospitalizados en
Unidades de Cuidados Intensivos (UCI), y entre 36,3 % y 40,3 % en hospitalizacidn general. En

poblacién pediatrica y neonatal también se reportaron porcentajes elevados de resistencia. De



SISTEMA CRISPR/CAS COMO MARCADOR POBLACIONAL 19

igual manera, se registraron frecuencias importantes de resistencia a carbapenémicos tanto en
adultos como en pacientes pediatricos.

En K. pneumoniae se han identificado principalmente dos tipos de sistemas CRISPR/Cas.
El primero corresponde al tipo I, localizado predominantemente en el cromosoma e integrado por
los subtipos I-E, I-E* e I-F (Shen et al., 2017). El segundo corresponde al tipo IV, menos
frecuente y generalmente asociado a plasmidos, los cuales pueden portar genes adicionales
relacionados con resistencia y virulencia (Kamruzzaman y Iredell, 2020; Long et al., 2023).
Particularmente, el subtipo I-E* se ha asociado con una mayor susceptibilidad a antibiéticos y
con un menor numero de plasmidos y determinantes de resistencia, lo que sugiere una mayor
capacidad para restringir la adquisicion de elementos genéticos extracromosomales. En contraste,
la relacion entre el subtipo I-E y la resistencia antimicrobiana ain no se encuentra
completamente esclarecida (Li et al., 2018; Kadkhoda et al., 2024).
2.2 Método.
2.2.1 Descarga de secuencias y elaboracion de base de datos

La busqueda y descarga de genomas de Klebsiella pneumoniae se realizo en la base de

datos Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (https://www.bv-brc.org/; Olson et al.,

2023), la cual emplea el algoritmo RAST para la anotacion automatica de genes funcionales y
herramientas de Machine Learning para la prediccion de fenotipos de resistencia. Por dicha
razon, con el fin de obtener una muestra de cepas con informacion genémica completa y de alta
calidad, se aplicaron los siguientes filtros de busqueda: Species: Klebsiella pneumoniae; Genome
Status: Complete; y Genome Quality: Good. Posteriormente, se seleccionaron los primeros 200

resultados obtenidos y, adicionalmente, 66 genomas provenientes de Sudamérica.


https://www.bv-brc.org/
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A partir de esta informacién, se elaboré una base de datos en Microsoft Excel para
registrar caracteristicas asociadas a cada cepa, tales como regién geografica, numero de
plasmidos, tamafio de la secuencia, tipo de resistencia a antibidticos y presencia del sistema
CRISPR, entre otras variables (ver apendice A). Asi mismo, se realizaron gréficas con el fin de
presentar de forma mas asequible la informacion. La clasificacion de los tipos de resistencia se
realizd siguiendo los criterios establecidos por Magiorakos et al. (2011) para la definicion de
cepas multirresistentes.

2.2.2 Descarga y organizacion de espaciadores y arreglos CRISPR
La descarga de los espaciadores y arreglos CRISPR de cada cepa se realizd mediante el

programa  CRISPRCasFinder  (https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index;

Couvin et al., 2018), los cuales fueron rotulados segun la cepa y el nimero y origen del arreglo,
en el caso de que haya mas de un arreglo o que estos estuvieran presentes en plasmidos.
Asimismo, en la base de datos previamente descrita se registr informacién relacionada con la
cantidad de espaciadores y los tipos de proteinas cas presentes en cada cepa.

Posteriormente, se desarrollaron scripts en Python para el procesamiento y organizacion
de la informacién obtenida. En primer lugar, los espaciadores CRISPR se recopilaron en un
archivo FASTA (ver apéndice B), del cual, mediante la creacién de un algoritmo (ver apéndice
C), se extrajeron los espaciadores Unicos de cada secuencia. Luego, estos se organizaron de
acuerdo con su posicion dentro de los respectivos arreglos CRISPR. A partir de esta informacion,
por un lado, se construyd una matriz binaria que indicaba la presencia o ausencia de cada
espaciador en las diferentes cepas. Con dicha matriz, se elabor6 un diagrama de Venn para
visualizar la cantidad de espaciadores compartidos entre los distintos fenotipos de resistencia a

antibioticos.


https://crisprcas.i2bc.paris-saclay.fr/CrisprCasFinder/Index
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Por otro lado, se desarroll6 un algoritmo para identificar espaciadores organizados
secuencialmente dentro de los arreglos CRISPR de las cepas analizadas, con el proposito de
definir patrones de espaciadores (Ver apéndice D) usando la matriz del apéndice F. Estos
patrones pueden estar conformados por varios espaciadores, pero en caso no haber sido posible
ligar un espaciador con otro entonces por si solo conformaria un patron. Finalmente, se
realizaron representaciones graficas de la organizacidn de estos patrones en los arreglos CRISPR
de cada cepa.

2.2.3 Modelado de machine learning.

Con el objetivo de evaluar la posible asociacion entre los espaciadores y/o patrones
CRISPR con el fenotipo de resistencia a antibioticos, se implementé un modelo de aprendizaje
supervisado basado en XGBoost (Extreme Gradient Boosting) utilizando la matriz del apéndice
G. Este modelo permite identificar variables con alta capacidad predictiva y manejar de manera
eficiente conjuntos de datos con mdltiples caracteristicas y relaciones no lineales (Ver apéndice
E). Debido al reducido nimero de cepas resistentes con sistema CRISPR presentes en la muestra,
la variable de respuesta se reorganizd en dos categorias: resistentes, que incluy6 tanto cepas
resistentes como multirresistentes, y susceptibles. Los pardmetros utilizados fueron los
siguientes: objetivo=multi:softmax, nimero de clases=2, nimero de estimadores=100, tasa de
aprendizaje=0.1, random state=42. Los espaciadores y patrones CRISPR se emplearon como
variables predictoras para determinar cuales de estas caracteristicas contribuian en mayor medida
a la clasificacion del fenotipo de resistencia.

Posteriormente, la importancia de las variables se evalu6 mediante valores SHAP
(SHapley Additive exPlanations), una metodologia basada en teoria de juegos que permite

cuantificar la contribucién individual e interaccion entre variables en las predicciones del
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modelo. A partir de estos valores, se generaron graficas para identificar los espaciadores y
patrones CRISPR con mayor influencia sobre la prediccion de resistencia a antibidticos, asi
como la direccion y magnitud de su efecto en cada clasificacion.

2.3 Resultados.

Una vez aplicados los filtros de busqueda mencionados en la seccion de métodos, se
obtuvieron 2863 resultados, de los cuales se seleccionaron 266 para la realizacion de este
estudio. Esta coleccion de genomas completos de alta calidad proviene principalmente de
pacientes humanos de Asia y Europa, representados por Taiwan y China, y Croacia,
respectivamente. En el caso de Sudamérica, Brasil fue el pais con mayor nimero de cepas
reportadas. De forma general, las cepas fueron aisladas con mayor frecuencia en el 2021 y 2022,
como se puede ver en la figura 1b.

La clase de antibioticos a la que presentan mayor susceptibilidad fueron los
carbapenémicos (67.8%), seguido de las cefamicinas (66.5%) y los aminoglucoésidos (61.7%). A
pesar de ello, el antibidtico al cual presentan mayor susceptibilidad fue la amikacina (86.1%), un
aminoglucoésido; seguido de los carbapenémicos ertapenem (73.7%), meropenem (71.4%) e
imipenem (69.2%), como se puede observar en la figura 1a. El listado del total de las cepas junto
con su informacion asociada la pueden visualizar en el apéndice H.

En la tabla 1 se registran las cepas con presencia de sistema CRISPR/Cas y sus
caracteristicas asociadas. Del total de las muestras, alrededor del 43,2% (n=115/266) presentaron
sistema CRISPR, siendo en su totalidad del tipo I-E. De estas cepas, fue mas frecuente la
presencia de dos arreglos CRISPR (n=85) frente a la presencia de un arreglo (n=27) y tres
arreglos (n=2), como se presenta en la figura 2. De estas cepas se obtuvo una coleccién de 203

arreglos CRISPR, de los cuales, el 94% estaba presente en el cromosoma y el 6% en plasmidos.
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Figura 1

Informacion sobre resistencia a antibidticos y procedencia de las cepas
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Nota: A. Cantidad de cepas susceptibles y resistentes a los antibi6ticos testeados. B. NUmero de

cepas de acuerdo al host, pais y afio en que fueron aisladas.

Figura 2

Distribucion de presencia y niumero de arreglos CRISPR por tipo de resistencia.
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Nota: Numero de cepas pertenecientes a cada fenotipo de resistencia, presencia de CRISPR, y

en, dicho caso, cantidad de arreglos que presentan. Rojo: Sin CRISPR. Azul: Con un arreglo

CRISPR. Verde: Con dos arreglos CRISPR. Amarillo: Con tres arreglos CRISPR.

En la figura 3 se puede observar que, en el caso de los plasmidos, no hubo diferencias

significativas entre cepas susceptibles y resistentes (p>0.05), pero ambos grupos si tuvieron
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diferencias altamente significativas respecto a las cepas multirresistentes (p<0.001). Para el caso
del nimero de genes de resistencia antimicrobiana, entre cepas susceptibles y resistentes hubo
diferencias significativas (p<0.05) y, al igual que en el caso de los pldsmidos, ambos grupos
tuvieron diferencias altamente significativas respecto a las cepas multirresistentes (p<0.001).
Figura 3

Distribucion de nimero de plasmidos y genes de resistencia antimicrobiana segun el tipo de

resistencia a antibioticos.
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Nota: Los puntos blancos dentro de las cajas corresponden a la media y la linea roja horizontal,
con su respectivo valor numérico, indica la mediana. Los puntos blancos fuera de los rangos son
Outliers. Se calculd el valor P a través del analisis Kruskall-Wallis y Test Post-Hoc de Dunn con
correccion de Bonferroni (P<0.05). ns (no significativo, p>0.05), * (p<0.05), ** (p<0.01), ***

(p<0.001).
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Tabla 1

Listado de cepas con sistema CRISPR e informacién asociada.

Cepa No. de Tamarfio Afio Pais Grupo Fenotipode No.de CRISPR No.de
plasmidos del genoma geografico  resistencia genes espaciadores
(pb) AR

012D 0 5454245 2022 Indonesia Asia Multiresistant 159 Yes 43

025D 0 5653929 2022 Indonesia Asia Multiresistant 153 Yes 28

032D 0 5652734 2022 Indonesia Asia Multiresistant 153 Yes 28

053D 0 5502789 2022 Indonesia Asia Multiresistant 159 Yes 43

061D 0 5582284 2022 Indonesia Asia Multiresistant 174 Yes 13

063D 0 5574291 2022 Indonesia Asia Multiresistant 174 Yes 13

18473 7 5830667 2020 Greece Europe Multiresistant 152 Yes 29

18722 5 5734603 2021 Greece Europe Multiresistant 204 Yes 22

18926 5 5833440 2022 Greece Europe Multiresistant 230 Yes 22

(XDR)
18937 8 5990361 2022 Greece Europe Multiresistant 219 Yes 43
(XDR)

2020CK-00441 2 5573423 2020 USA North Susceptible 124 Yes 38
America

2024CK-00187 1 5560271 2023 USA North Resistant 151 Yes 76
America

24 5 4 5663157 2024 China Asia Multiresistant 136 Yes 19

304-2 5 5992527 2021 China Asia Multiresistant 167 Yes 43

BB1539 4 5588409 2014 Venezuela South Resistant 176 Yes 29
America

BB1541 4 5588326 2014 Venezuela  South Resistant 176 Yes 29
America

BB1542 4 5588444 2014 Venezuela South Resistant 176 Yes 29
America

CP-84 0 5169325 2021 Colombia South Susceptible 155 Yes 61
America

CRhvKp1699 1 5651801 2004 Taiwan Asia Susceptible 124 Yes 21
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Nota: Las columnas de afio, pais y grupo geografico corresponden a la fecha y lugar en que fue aislada la cepa. XDR: Extreme drogo

Resistant.
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Entre las cepas con sistema CRISPR, el 59,1% presentd algun tipo de resistencia a
antibidticos. Aunque podria esperarse que estas cepas exhibieran una mayor cantidad de
plasmidos y determinantes genéticos de resistencia, la figura 4 muestra que no existen
diferencias significativas entre cepas resistentes y susceptibles para ninguna de estas variables (p
> 0,05). En contraste, las cepas multirresistentes presentaron cantidades significativamente
mayores de plasmidos y determinantes de resistencia en comparacion con las susceptibles (p <
0,001). Al comparar las cepas resistentes con las multirresistentes, no se observaron diferencias
significativas en el nimero de plasmidos (p > 0,05), aunque si en la cantidad de determinantes
genéticos de resistencia (p < 0,01). Por otra parte, el nimero de espaciadores CRISPR no mostré
diferencias significativas entre los distintos grupos analizados (p > 0,05).

Se hall6 un total de 664 espaciadores Unicos para las 115 cepas con sistema CRISPR, de
los cuales 450 estan presentes en cepas resistentes o multirresistentes y 23 de ellos estan
presentes en los tres fenotipos de resistencia evaluados, como se presenta en la figura 5.
Asimismo, de estos espaciadores unicos se definieron 157 patrones de los cuales el 50.9%
estaban conformados por espaciadores individuales y el 49.1% de entre 2 y 34 espaciadores.

En la figura 6 se muestra la organizacion de los patrones de espaciadores CRISPR dentro
de los arreglos analizados. Las cepas fueron seleccionadas y agrupadas con el propdsito de
facilitar la visualizacion de similitudes entre los diferentes arreglos CRISPR. Destaca el caso de
las cepas KpA1806, VAL91 y 2024CK-00187_Chromosome, aisladas en China en 2013, Chile
en 2017 y Estados Unidos en 2023, respectivamente. A pesar de sus diferencias temporales y
geograficas, estas cepas comparten la totalidad de los espaciadores presentes en el arreglo. La
Unica variacion corresponde a la cepa 2024CK-00187_Chromosome, la cual presenta dos

espaciadores duplicados, representados en la grafica como espacios vacios dentro del arreglo.
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Figura 4

Distribucion de nimero de plasmidos, genes de resistencia antimicrobiana y espaciadores segun

el tipo de resistencia a antibioticos.
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Nota: Los puntos blancos dentro de las cajas corresponden a la media y la linea roja horizontal,
con su respectivo valor numérico, indica la mediana. Los puntos blancos fuera de los rangos son
Outliers. Se calculd el valor P a través del analisis Kruskall-Wallis y Test Post-Hoc de Dunn con
correccion de Bonferroni (P<0.05). ns (no significativo, p>0.05), * (p<0.05), ** (p<0.01), ***
(p<0.001).

Figura 5

Frecuencia de espaciadores segun la resistencia a antibioticos.
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Nota: El diagrama de Venn muestra la cantidad de espaciadores en relacion al tipo de resistencia
a antibidticos. Cada interseccion representa el nimero de espaciadores compartidos entre los
grupos.

En los grupos conformados por las cepas Kpn-A53, VA585-22, LAhvKp237,
LAhvKp03, 2020CK-00441, CRhvKp1699, Klebsiella, L3, LAhvKp179 y LAhvKp232, aisladas
en China (2024), Chile (2022), Taiwan (2017), Taiwan (2017), Estados Unidos (2020), Taiwan
(2004), India (2023), China (2022), Taiwan (2017) y Taiwan (2017), respectivamente, presentan
una alta similitud en dos arreglos CRISPR por cepa, compartiendo multiples patrones de

espaciadores entre si. Sin embargo, debido a la menor longitud de estos arreglos, no es posible
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establecer con claridad si dicha similitud corresponde a la transmision completa de los arreglos

CRISPR o si se relaciona con exposiciones a periodos de infeccion y presion selectiva similares.
Para otras cepas se encontraron arreglos Unicos para dichas cepas, o compartidos

Unicamente entre cepas del mismo pais, y presumiblemente el mismo laboratorio, debido al

nombre de las cepas. Estas Gltimas, asi como las graficas de la organizacion de los demas

patrones se pueden ver en el apéndice I.

Figura 6

Organizacion de patrones de espaciadores dentro de los arreglos CRISPR.
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Nota: La grafica muestra tres grupos principales de patrones de espaciadores CRISPR,
representados por los colores naranja, rosa y morado. Las cepas se organizaron de forma que
estuvieran contiguas a cepas que comparten patrones similares.

Vale la pena mencionar dos cepas: La primera, a pesar de contar Gnicamente con la
proteina Cas3, presentaba un arreglo CRISPR integro con 48 espaciadores. Mientras que otra
cepa, pese a contar con un nimero apreciable de proteinas Cas, este no contaba con arreglo

CRISPR. Esto probablemente implica que estos arreglos estan en proceso de ser eliminados, o
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que las proteinas fueron reclutadas para un proceso diferente al que originalmente fue descrito
para CRISPR.

Las metricas de desemperio de los modelos XGBoost fueron las siguientes: EI modelo
tomando los espaciadores como predictores tuvo una exactitud (accuracy) de 0.8571. En el
promedio macro tuvo una precision de 0.85, sensibilidad (recall) de 0.86, y un F-1-Score de 085.
El modelo tomando los patrones como predictores tuvo una exactitud de 0.8500. En el promedio
macro tuvo una precision de 0.84, sensibilidad (recall) de 0.85 y un F-1-Score de 0.83.

Los analisis SHAP, representados en la figura 4, por un lado, mostraron que espaciadores
como S515 y S67 individualmente contribuyen en gran medida a la prediccion de cepas
resistentes. Cuando ambos espaciadores estan presentes tienen una interaccién negativa que
produce una disminucion en el potencial de prediccion. Otros espaciadores, como S139, S322,
S265 y S71 contribuyen con mayor frecuencia la prediccion de cepas susceptibles. Por otro lado,
solo los patrones de espaciadores CRISPR P100, P140 y P11 estan asociados positivamente en la
prediccidn de resistencia a antibioticos. Los demas patrones tienden a contribuir con mayor peso
en la prediccion de cepas susceptibles. Cabe resaltar que estas asociaciones entre espaciadores y
fenotipo de resistencia a antibioticos solo es aplicable en cepas con sistema CRISPR/Cas, por lo

tanto, puede haber multiples correlatos genéticos que contribuyan en el fenotipo de resistencia.
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Figura7

Capacidad de prediccion de resistencia a antibidticos de espaciadores y patrones CRISPR.
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Nota: La grafica muestra el impacto y la direccionalidad de los espaciadores (izquierda) y
patrones (derecha) que mas contribuyen en la prediccion de resistencia a antibidticos en cepas
con sistema CRISPR. Valores SHAP positivos indican una mayor influencia para la prediccion
de cepas resistentes, en cambio, valores negativos indican una mayor asociacion con cepas
susceptibles. Los puntos de color rojo hacen referencia a un valor alto para esa caracteristica,
mientras que los puntos de color azul indican un valor bajo para esa caracteristica.

2.4. Discusion.

En el presente estudio, menos de la mitad de las cepas de K. pneumoniae presentaron
sistema CRISPR/Cas. Dentro de este grupo se observaron cepas susceptibles, resistentes y
multirresistentes, indicando que la presencia de CRISPR/Cas no excluye la coexistencia con
perfiles de resistencia antibidtica. A pesar de que las cepas resistentes fueron mas frecuentes que
las cepas susceptibles entre las CRISPR-positivas, las comparaciones estadisticas mostraron que
no hubo diferencias significativas en cantidad de plasmidos y determinantes genéticos de
resistencia o espaciadores. En contraste, las cepas multirresistentes mostraron una mayor carga
de plasmidos y genes de resistencia frente a las susceptibles, pero el nimero de espaciadores no

difirid entre las categorias analizadas. Los resultados sugieren que la asociacion entre



SISTEMA CRISPR/CAS COMO MARCADOR POBLACIONAL 36

CRISPR/Cas y la resistencia antibiotica es compleja y no puede interpretarse de forma binaria, es
decir, que la presencia de CRISPR equivalga a menor resistencia.

Se identificaron 664 espaciadores y 157 patrones de espaciadores, lo que evidencia una
alta variabilidad en la composicion de los arreglos CRISPR. Una proporcién importante de estos
espaciadores fue encontrada en cepas resistentes y multirresistentes, pero esta observacion puede
deberse a la composicion de la muestra, la sobrerrepresentacion de ciertos grupos geograficos o
clonales y/o una mayor frecuencia de cepas resistentes dentro del conjunto de datos. A pesar de
esto, los datos apoyan el valor de los arreglos CRISPR como marcadores de variabilidad entre
cepas.

La elevada similitud en los arreglos CRISPR de las cepas KpA1806, VA591 y 2024CK
00187_Chromosome resulta relevante ya que la presencia de arreglos largos con la misma
composicién y organizacion de espaciadores dificilmente se explicaria por eventos
independientes de adquisicion siguiendo el mismo orden. Con los datos disponibles no es posible
establecer si esta similitud se debe a la conservacion vertical dentro de un linaje relacionado,
ancestria comun, recombinacién o transferencia del locus. Por lo tanto, la explicacion mas
prudente es que la conservacién completa del arreglo CRISPR entre cepas aisladas en distintos
paises y afios sugiere una historia evolutiva comun. De manera similar, el segundo grupo de
cepas mencionado en la seccion de resultados compartié varios patrones de espaciadores
pertenecientes a dos arreglos CRISPR, pero la menor longitud de estos arreglos limita el alcance
de las inferencias comparado con el primer caso descrito. Sin embargo, con los datos actuales no
es posible inferir rutas de transmision, direccion de circulacion geografica ni eventos de

dispersion internacional. Para evaluar esta posibilidad seria necesario complementar el analisis
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con MLST, cgMLST o filogenia de genoma completo, junto con metadatos epidemiologicos
confiables

En cuanto a la hipétesis de que los sistemas CRISPR/Cas pueden limitar la transferencia
horizontal de genes, y, en consecuencia, se asocian con menor resistencia antimicrobiana, los
resultados obtenidos evidencian un comportamiento mas complejo. Si bien los modelos
predictivos mostraron que algunos espaciadores y patrones CRISPR contribuyen negativamente
a la clasificacion de cepas resistentes, mientras que otros contribuyeron positivamente, estos
valores no deben tomarse como evidencia de que dichos espaciadores participen funcionalmente
en la resistencia antimicrobiana. Es importante resaltar que los valores SHAP indican la
contribucion de cada variable a la clasificacion realizada por el modelo, pero no establecen
causalidad bioldgica. Por lo tanto, los espaciadores o patrones identificados pueden interpretarse
mejor como marcadores indirectos de linajes bacterianos, procedencia geogréafica, historia
evolutiva compartida o exposicion previa a elementos genéticos moviles.

La coexistencia del CRISPR/Cas con plasmidos y determinantes de resistencia sugiere
que algunos sistemas no son funcionales o presentan una actividad limitada ante los elementos
moviles presentes en cada cepa. La funcionalidad de CRISPR/Cas depende de la integridad del
locus, la presencia de genes Cas esenciales, la complementariedad entre los espaciadores y las
secuencias blanco y la expresion del sistema (Shabbir et al., 2016; Cheng et al., 2024). Por esta
razon, la sola deteccion de los arreglos CRISPR o de sus genes Cas no permiten inferir que existe
una inmunidad activa. Esta consideracion es especialmente importante entre cepas que presentan
genes Cas sin arreglo CRISPR y viceversa.

Una limitacion del trabajo fue la carencia de variables de parentesco gendmico entre

cepas para reducir controlar la estructura clonal tipica de K. pneumoniae. Ademas, no se analizd
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en detalle el origen probable de los espaciadores, es decir origen viral o plasmidico, lo que limita
la interpretacidn ecoldgica y funcional de los arreglos.

En conjunto, los resultados apoyan el uso de los arreglos CRISPR/Cas como marcadores
descriptivos complementarios de la variabilidad intraespecifica y posible relacion entre cepas de
K. pneumoniae. Analisis futuros incluiran la filogenia del genoma completo, analisis de la
identidad de los espaciadores y la funcionalidad de los sistemas CRISPR/Cas en las cepas con el
fin de obtener mayor precision entre la relacion de este sistema con otros que portan las bacterias

y el fenotipo resistente.
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3. Conclusiones

En las cepas analizadas de Klebsiella pneumoniae, el sistema CRISPR/Cas estuvo
presente en menos de la mitad de los genomas evaluados y correspondid exclusivamente al
subtipo I-E, con una baja proporcion localizada en plasmidos. Dentro de las cepas con sistema
CRISPR predomind el fenotipo resistente o multirresistente, lo que indica que la presencia de
este sistema no se asocia necesariamente con una menor resistencia a antibioticos.

Se identificO una alta variabilidad en los arreglos CRISPR, expresada en 664
espaciadores unicos y 157 patrones de espaciadores, con una mayor proporcion en cepas
resistentes y multirresistentes, lo que respalda el caracter dindmico de este sistema y su potencial
utilidad para explorar relaciones entre cepas y procesos de adaptacion bacteriana.

Los resultados obtenidos sugieren una relacion compleja entre el sistema CRISPR/Cas y
la resistencia antimicrobiana. Aunque algunos espaciadores y patrones CRISPR se asociaron con
la prediccion de cepas susceptibles, otros contribuyeron positivamente a la prediccion de
resistencia. Sin embargo, serian necesarios analisis funcionales adicionales para evaluar con
mayor precision el grado de interferencia del sistema sobre la transferencia horizontal de genes.

La elevada similitud observada entre los arreglos CRISPR de algunas cepas aisladas en
distintos paises y afios sugiere la posible conservacion o transmision de arreglos CRISPR entre
linajes bacterianos relacionados lo que respalda el potencial del sistema CRISPR/Cas como
marcador poblacional y epidemioldgico en K. pneumoniae. La organizacion y similitud de los
arreglos podrian aportar informacion atil para estudiar relaciones evolutivas, dispersién
geografica y circulacién de cepas bacterianas. Sin embargo, aunque los datos podrian sugerir

posibles rutas de circulacién geografica de cepas a partir de los metadatos, estas interpretaciones
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requieren evidencia complementaria, como analisis con MLST, cgMLST, filogendmicos o

epidemioldgicos, antes de establecer patrones de transmision internacional.

4. Recomendaciones

Ampliar la representatividad de las muestras analizadas, procurando reducir posibles
sesgos derivados de la sobrerrepresentacion de determinados grupos geograficos, linajes o
fenotipos de resistencia.

Incorporar metodologias como MLST, cgMLST o filogenémica de genoma completo,
con el fin de identificar la estructura clonal de las cepas y diferenciar con mayor precisién los
efectos del linaje de aquellos asociados al sistema CRISPR/Cas.

Investigar el origen de los espaciadores CRISPR, para determinar si los espaciadores
identificados estan asociados principalmente con secuencias virales o plasmidicas y mejorar la

interpretacion ecoldgica y evolutiva de los arreglos.
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