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1. INTRODUCCION

1.1 MICROBIOTA INTESTINAL

La microbiota intestinal juega un papel importante en la salud humana

proporcionando una barrera para la colonizacién de patdgenos (i).

El tracto gastrointestinal contiene un numero muy grande y complejo de
poblacidon de microorganismos. Se calcula que hay por lo menos 400 especies

diferentes de bacterias en la comunidad microbiana del intestino ().

El estbmago y el intestino delgado contienen pocas especies de bacterias
adheridas al epitelio y algunas otras bacterias en transito. La escasez de
bacterias en el tracto superior parece ser debida a la composicion del medio
luminal (&cido, bilis, secrecidn pancredtica), que mata a los organismos
ingeridos y debido a la actividad motora propulsora fasica hacia el final del
ileon lo que impide la colonizacion estable de bacterias en el lumen. En
contraste el intestino grueso contiene un ecosistema microbial complejo y
dindmico con altas densidades de bacterias vivas que alcanzan

concentraciones de hasta 10" 0 10*2 células/ g de contenido luminal 3.

El tracto gastrointestinal de un feto es estéril. Durante el proceso de
nacimiento la microbiota de la madre y del entorno circundante coloniza el
tracto gastrointestinal del nifo hasta que se desarrolla una microbiota densa y
compleja. La colonizaciéon describe una poblacién bacteriana en el tracto
gastrointestinal la cual es estable en tamano, en el tiempo, y sin la necesidad
de reintroduccion periddica de bacterias por dosis orales repetidas u otros
medios, esto implica que las bacterias colonizadoras se multiplican en un nicho
intestinal particular, a una tasa que es igual o superior a su tasa de

eliminacion en ese sitio (4).




La colonizacion inicial del intestino infantil durante los primeros dias de vida se
origina principalmente de la mama y el medio ambiente. Actualmente se
considera que en los primeros anos de vida una de las primeras determinantes

principales de la microbiota intestinal es el modo de parto (1),

La gran mayoria de los autores consideran que en el parto natural los nifios
son colonizados primero por las bacterias fecales y vaginales de la madre,

predominando E. coli, Bacteroides spp y Bifidobacterias (1,2).

En los niflos que nacen por cesdrea la colonizacion anaerdbica es
generalmente retrasada y pronto la microflora es compuesta por bacterias
microareofilicas, anaerobios facultativos y bacterias esporuladas tales como

Clostridium sp originados del medio ambiente hospitalario (s).

Actualmente el efecto de la dieta en la composicidon de la microbiota de tracto

gastrointestinal del infante es controversial ().

La flora fecal de los nifios alimentados exclusivamente con leche materna
difiere de los nifios alimentados con leche de féormula o leche de vaca. La flora
fecal de los niflos alimentados con leche materna es mas probable que sea
dominada por Bifidobacterias con un bajo nimero de Enterobacterias vy
Streptococcus sp. En estos nifos los Bacteroides y Clostridium sp disminuyen

a un numero bajo durante la primera semana de vida (s).

La flora intestinal de los nifos alimentados por férmula es mucho mas
compleja en comparaciéon a de los nifios alimentados con leche materna. La
féormula también permite alcanzar altas densidades de poblaciéon de
Bifidobacterias. En el final del segundo afio la composicidon y metabolismo de
la microflora de los nifos se asemeja cercanamente a la de los adultos y es

mas estable (s).




1.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram negativo Oxidasa (-) Catalasa (+)
perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. ES un microorganismo
capsulado, por lo cual produce colonias himedas de gran tamafio, de aspecto
mucoide (7).

Su identificacion se da por las siguientes pruebas bioquimicas:

TABLA 1: Pruebas bioquimicas para la identificacion de Klebsiella
pneumoniae ®

KLIGLER H;S MR VP IND CIT URE MOV MAL LIS ORN ARG

Klebsiella A/A - - + - + + - + + - =
Pneumoniae

Klebsiella A/A - - + + + + - + + - -
Oxytoca

En humanos K. pneumoniae es un saprofito comun de la nasofaringe y del
tracto intestinal. Es responsable de una amplia gama de infecciones
nosocomiales, incluyendo neumonia, bacteriemia e infecciones de tracto
urinario (o).

El tracto gastrointestinal es considerado el principal reservorio donde la
bacteria se propaga en el ambiente hospitalario, el equipo contaminado y el
contacto persona a persona son las rutas principales de transmision (1.

Los factores de virulencia de las cepas de K. pneumoniae incluyen el serotipo
capsular, el lipopolisacarido, los sistemas de captacion de hierro y las
adhesinas fimbriales y no fimbriales. La capsula protege a K. pneumoniae
contra la accidn bactericida del suero, inhibe la fagocitosis y puede ser
considerado como el determinante de virulencia mas importante de K.
pneumoniae (11).

Dentro de los factores de virulencia para la colonizacidon gastrointestinal, se
encuentran las adhesinas de superficie bacteriana como CF29K, un factor




adhesivo no fimbrial codificado por la TEM-5 betalactamasa de espectro
extendido (g).

El fenotipo de hipermucoviscosidad observado con la mayoria de las cepas se
asocia frecuentemente con la expresién del gen magA que codifica el serotipo
K1 cps polimerasa. En adicién el fenotipo mucoide coexiste con la produccidon
de un sideréforo (g).

K. pneumoniae puede albergar, betalactamasas de espectro extendido y
carbapenemasas y es capaz de hidrolizar nuevos farmacos con carbapenem.
La bacteria es resistente a fluoroquinolonas, aminoglucésidos y trimetroprim

sulfametoxazol (12).
1.3 METODOS DE GENOTIPIFICACION

Se han desarrollado varios métodos de identificacion y caracterizacion de DNA

basados en patrones de huellas dactilares, tales como:

*Amplificacion por PCR de DNA polimérfico en condiciones de baja
especificidad (RAPD-PCR por sus siglas en inglés): es producido por la
amplificacion de segmentos de DNA gendmico a través de una reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) usando iniciadores de secuencia arbitraria. Este
método es rapido, relativamente barato y ya se ha utilizado con éxito para
describir varias especies microbianas incluyendo Escherichia coli, Aspergillus
fumigatus, Proteus mirabilis, Legionella pneumophila y Borrelia burgdorferi y

*PFGE (Electroforesis en gel de campo pulsado): Esta técnica se basa en la
separacion de moléculas de DNA de gran tamafio, en funcidon de la mayor o
menor dificultad que presentan para moverse a través de los poros de un gel
de agarosa cuando se les somete a un campo eléctrico pulsante (variable en

direccion e intensidad), de tal manera que la velocidad de los mismos serd




directamente proporcional a su tamano. Las variables que intervienen en esta
técnica son: el voltaje del campo eléctrico, la concentracion del gel de
agarosa, la alternancia en el sentido del campo eléctrico y el tiempo de los
pulsos, la fuerza idnica del amortiguador y la temperatura de desarrollo.
Dependiendo de las condiciones elegidas se favorecera la separacién de las

moléculas de distintos tamafios (14).

* AFLP (polimorfismo en la longitud de los fragmentos amplificados): Este es
uno de los primeros métodos desarrollados para la deteccion de
polimorfismos. Se basa en la deteccidon de aquellas variaciones de la secuencia
de DNA (codificante o no) que tienen como consecuencia un cambio en la
secuencia blanco de restricciéon. Casi siempre la variacion afecta a un solo
nucledtido, por lo tanto los fragmentos de restriccion que se obtienen son
diferentes dependiendo del alelo que esté presente en la muestra. Cada
muestra de DNA generard fragmentos multiples, de longitud diferente en
funcion de los sitios de restriccion presentes. Puesto que ellos no
corresponden a la regidon que se pretende estudiar, generalmente se utiliza
una sonda que hibrida en posicién cercana al sitio polimorfico y se analizan los

fragmentos por el método de Southern (is).

*PCR-RFLP (Polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccién): Es una
de las primeras técnicas descritas desde la aparicion de la PCR, y consiste en
visualizar las diferencias a nivel de la estructura del DNA, basandose en el uso
de enzimas de restriccidon que cortan el DNA en sitios donde se encuentra una
secuencia especifica de nucledtidos. La identificacion de los fragmentos
(FRLPs) requiere del uso de geles de electroforesis que permitan separar los
fragmentos de diferente tamafio. La limitacion de esta técnica es que
Unicamente identifica dos alelos por locus, por lo que la variabilidad obtenida

es reducida (ie).




2.  JUSTIFICACION

En la actualidad hay un numero reducido de estudios longitudinales que
analicen las relaciones las relaciones entre la flora microbiana de la madre y

de los hijos.

Este proyecto estudia a una cohorte de niflos aparentemente sanos,
pertenecientes a un grupo social desfavorecido, y espera aportar evidencias
que ayuden a entender, por medio de una identificacion y caracterizacion
genotipica, los mecanismos de colonizacidon y persistencia la adaptacion

bacteriana en el tracto gastrointestinal.

Utilizamos la colonizacién de Klebsiella pneumoniae como un indicador el cual
nos permita analizar la colonizacién por Enterobacterias en una cohorte de

individuos de edad pediatrica.



3. OBJETIVO GENERAL

Identificar y caracterizar a cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de una

cohorte de recién nacidos de 0 a 24 meses de edad.

a. OBJETIVOS PARTICULARES

i) Identificar cepas de Klebsiella pneumoniae a partir de una coleccién
bacteriana obtenida de muestras de heces de una cohorte de recién
nacidos durante los primeros 24 meses de vida.

i) Caracterizar fenotipicamente a los aislados de Klebsiella pneumoniae
mediante sus perfiles de resistencia a los antibidticos.

i) Caracterizar genotipicamente a los aislados de Klebsiella pneumoniae
mediante sus perfiles de amplificacion por RAPD-PCR.



4. HIPOTESIS

“Las cepas de Klebsiella pneumoniae que colonizan a los recién nacidos de
0 a 24 meses de edad, cambian debido a las presiones selectivas ejercidas

por el huésped y el ambiente.”



5. LUGAR DE ESTUDIO

El proyecto se desarrollé en la localidad de Xoxocotla, que esta situada en el
Municipio de Puente de Ixtla (en el Estado de Morelos). Tiene 19644
habitantes. Xoxocotla estd a 1030 metros de altitud.En la localidad hay 9768

hombres y 9876 mujeres.

La relacidn mujeres/hombres es de 1.011. El indice de fecundidad de la
poblacion femenina es de 2.64 hijos por mujer. En Xoxocotla el 10% de los

adultos habla alguna lengua indigena.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Material biolégico

Cepas de Klebsiella pneumoniae

6.1.2 Material

Guantes de nitrilo

Micropipetas 2 pL, 20 pL, 200 pL, 1000 pL

Puntas para micropipeta estériles
Tubos Eppendorf de 1.5 mL
Tubos para PCR

Cajas Petri

Hisopos

Vernier

Nefelédmetro de McFarland (0.5)

Sistema Enterotest

6.1.3 Equipo

Vortex

Vacufuge

Centrifuga

Nanodrop 2000 Thermo Scientific
Termociclador ARKTIK Thermo Scientific

6.1.4 Reactivos

Agar Mc Conkey

Agar Tergitol

Agar Mueller-Hinton
Agar Soya Tripticaseina
Caldo Selenito

Caldo Tetrationato
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Medio Kligler

Medio SIM

Medio para descarboxilacién de Lisina
Medio para descarboxilaciéon de Ornitina
Medio para descarboxilacién de Arginina
Medio MR

Medio VP

Medio Urea

Medio Citratos

Caldo BHI

Reactivo de Indol

Reactivo Earlich

Rojo de Metilo

KOH 10%

a-naftol

Agua estéril

Lisozima

Fenol: Cloroformo: Alcohol isoamilico
Cloroformo: Alcohol isoamilico
Acetato de Sodio 3M

Etanol 100%

Etanol 70%

Iniciador OPERON-18 (CAGCACCCAC)

Iniciador ERIC-1R (ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAQ)
Iniciador Ready-Go-To-Primer-2 (GTTTCGCTCC)

KIT para PCR Fermentas®
Agarosa
Regulador PBS
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e Bromuro de Etidio
e Multidiscos para Gram Negativos BIO RAD®

6.2 Métodos

6.2.1 Criterios de inclusion:

1. Que se tengan aislados de la madre y del hijo

2. Que se tengan al menos 2 aislados del hijo

6.2.2 Criterios de exclusion: Cepas de K. pneumoniae que no logran

recuperarse de los viales de gelosa especial o bien cepas que al ser

reidentificadas no pertenecen a este género y especie.

6.2.3 Antecedentes. Obtencion de las cepas bacterianas (17)

1.

Las muestras de trabajo fueron colectadas por enfermeras
capacitadas, a partir de las proporcionadas por las madres. Se obtuvo
solo 1 muestra de cada madre y en el caso de los niflos se obtuvieron
muestras mensuales desde el mes 1 hasta el mes 24.

. Las muestras de trabajo se colocaron en tubos Eppendorf estériles en

recipientes con hielo y el mismo dia se transportaron al laboratorio
de Bacteriologia Experimental para su procesamiento inmediato.

. Se realizaron tanto siembras directas como siembras de

enriquecimiento para la identificacion de enteropatdgenos.

La muestra (heces) se sembrd directamente en agar Mc Conkey y
Agar Tergitol.
. La muestra se sembré en caldo selenito y caldo tetrationato,

agregandole a este ultimo unas gotas de yodo, a las 24 horas se
realizd una resiembra de estos caldos en agar Mc Conkey vy agar

Tergitol.
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6. Los medios de cultivo se incubaron durante 24 horas a 37°C,
después de este tiempo se observé el crecimiento para diferenciar las
colonias de los microorganismos presentes en la muestra.

7. Cada colonia diferente se sembré en medio Kligler para saber si se
trataba de un fermentador o no fermentador y en medio SIM para
establecer la produccion de H,S, indol y la movilidad.

8. La identificacion de los distintos géneros y especies bacterianos se
realizd mediante pruebas bioquimicas convencionales de acuerdo a
las sugerencias de la American Society for Microbiology (17).

9. Las cepas identificadas como Klebsiella pneumoniae se sembraron en
gelosa especial y se mantuvieron en refrigeracion; posteriormente se
llevé a cabo una identificacion confirmatoria mediante el empleo del

sistema Enterotest.

6.2.4 Identificacion de Klebsiella pneumoniae mediante Enterotest

(18).

1. A partir de los viales de gelosa especial mantenidos a 4°C, se
inocularon 3mL de caldo BHI y éstos se incubaron a 37°C durante 24
hs.

2. Después de la incubacién, se sembraron placas de Petri con Agar
Soya Tripticaseina (AST) que se incubaron a 37°C durante 24 hs.
Posteriormente, se observaron las placas para comprobar la pureza
del cultivo y se inoculd el tubo Enterotest con una colonia aislada en
AST.

3. Después de la inoculacion se incubd el Enterotest durante 24 horas a
una temperatura de 37°C. Posteriormente se leyeron los resultados
de cada prueba del sistema de acuerdo a las indicaciones del

productor.

13



4.

Para obtener el cddigo de la bacteria identificada se marcé el valor de
cada prueba positiva y se sumaron los nimeros de cada grupo de
pruebas para obtener de cada componente el valor ID (19).

Se compard el valor ID obtenido, con los reportados en el libro de
codigos del sistema para establecer la identidad y asignar un biotipo

a las cepas identificadas como Klebsiella pneumoniae.

6.2.5 Obtencion de DNA bacteriano (o).

1.

N o un &

10.

Las cepas identificadas como Klebsiella pneumoniae se sembraron
en AST, se incubaron a 37°C durante 24 horas y posteriormente la

biomasa se recolecté en tubos Eppendorf con 500 pL de agua estéril.

. La biomasa se centrifugd a 10,000 rpm durante 3 minutos y

posteriormente se decanté el sobrenadante.

Se agregaron 3 WL de solucién de lisozima, se mezclo en el Vértex y
se incubd en hielo durante 30 minutos.

Se agregd 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico.

Se mezcld en el Vértex hasta que la solucidn se observd blanca

Se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos

Se recuperd la fase acuosa, a la cual se le agregd 1 volumen de
cloroformo:alcohol isoamilico, se mezclo.

La mezcla se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos y se

recuperd la fase acuosa.

. Se agregd 0.1 volumen de acetato de sodio 3M pH=5.2 +2

volumenes de etanol al 100%, las muestras se colocaron a -70°C vy
se incubaron durante 18 hrs (overnight).
Las muestras guardadas a -70°C se centrifugaron a 14,000 rpm

durante 15 minutos. Se descartd el sobrenadante.
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11.

12.

13.

14.
15.

El DNA se lavé con 500 pL de etanol al 70% y se centrifugd a 14,000
rpm durante 5 minutos.

Se dejo secar el tubo colocandolo en la Vacufuge durante 20
minutos.

Al tubo con DNA seco se le adicionaron de 50-100 uL de agua estéril
y se resuspendid con la micropipeta, el tubo se incubd en la estufa a
37°C durante 1 hora

El tubo se guardé a 4°C.

El DNA se cuantific6 con el uso del NANODROP 2000 (Thermo

Scientific) a una A=260 nm.

6.2.6 Caracterizacion de Klebsiella pneumoniae mediante

amplificacion por RAPD-PCR

1.

Para realizar la técnica de RAPD-PCR se utilizaron 3 iniciadores
diferentes: OPERON-18(0y, ERIC-1R (21y Yy Ready-To-GoPrimer-
2(RTGP-2) (21).

. Cada muestra se ajustd a una concentracion de 100ng/uL.

. En cada tubo para RAPD-PCR se colocaron los siguientes volimenes:

REACTIVO VOLUMEN
DNA (50ng/pl) 1pL

Buffer 2.5 L
MgCl, 1.5 uL
dNTP mix 0.5 L
Iniciador 0.6 UL
Taq polimerasa 0.2 uL
Agua estéril 18.7 uL

NOTA: Los reactivos utilizados fueron marca FERMENTAS®

Los tubos con la mezcla se colocaron en el termociclador ARKTIK

(Thermo Scientific) a las condiciones de amplificacion especificadas.
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OPER-18 (CAGCACCCAC):
2 min-94°C

1 min-37°C 2 ciclos

2 min-72°C

10 seg-94°C
20 seg-40°C 33 ciclos
2 min-72°C

5 min-72°C

RTGP-2 (GTTTCGCTCC):
5 min-95°C

1 min-95°C
1 min-30°C 45 ciclos
2 min-72°C

ERIC-1R (ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC):
2 min-94°C

1 min-94°C
1 min-25°C
4 min-72°C 35 ciclos
1 min-94°C
1 min-25°C
8 min-72°C

5. Para observar la amplificacion se realizd una electroforesis en un gel de

agarosa al 1.2%, el gel se revel6 con luz UV.
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6. De las bandas obtenidas en los geles se obtuvo el valor de Rf, con lo que
se calculé su tamafo.
7. Con los valores obtenidos se construyeron dendrogramas con la ayuda

del programa PAST (Paleontological statistics software).
6.2.7 Prueba de sensibilidad a antibié6ticos (8)

1. Se utilizaron cepas de Klebsiella pneumoniae puras y se inocularon en
caldo Mueller-Hinton incubandose a 37°C durante 2 horas.

2. El caldo Mueller-Hinton se ajustd a una turbidez semejante a la del tubo
0.5 del Nefeldmetro de Mac Farland.

3. Las muestras se sembraron en Placas de Agar Mueller-Hinton,
colocando Multidiscos para Gram Negativos (BIO RAD) con los
siguientes antibidticos:

4. Se midieron los halos de inhibicion y de acuerdo a estos se clasificé a la
cepa en estudio como Sensible, Resistente ¢ Intermedia en cuanto a su

susceptibilidad a cada uno de los antibidticos.

ANTIBIOTICO CONCENTRACION ANTIBIOTICO CONCENTRACION

Amikacina 30 pg Cloranfenicol 30 ug
Ampicilina 10 pg Gentamicina 10 pg
Levofloxacina 5 Hug Netilmicina 30 ug
Cefalotina 30 ug Nitrofurantoina 300 ug
Cefotaxima 30 ug Cefepime 30 ug
Ceftriaxona 30 ug Trimetoprim- 25 ug

sulfametoxazol

17



7. DIAGRAMA DE FLUJO EXPERIMENTAL

METODOLOGIA:
Obtencion de cepas bacterianas

MUESTRA

I
\/ v

Siembra de enriquecimiento:
-Caldo tetrationato

& & -Caldo seIenitl

McConkey  Tergitol
‘ Incubacién 24 hrs a 37°C

Siembra directa

\
> Resiembra & &

¢ McConkey  Tergitol

Siembra de cada colonia diferente en F* J

1 Medio Kligler y SIM Kiigler_sim|

Identificacion de los distintos géneros y especies mediante |3 .
A A Gelosa especial
pruebas bioquimicas convencionales

FIGURA 1.- Diagrama de flujo para la identificacion de las cepas como K. pneumoniae

a partir de las muestras de heces.
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|dentificacion mediante Enterotest

Vial de gelosa especial

v

Siembra en caldo BHI

v

Siembra en medio TSA

Incubacién 24 hrs a 37°C

v

Inocular el tubo de Enterotest con

una colonia aislada del TSA

Incubacion 24 hrs a 37°C

Obtener el valor ID a partir
del Manual del Productor

FIGURA 2.- Diagrama de flujo para la reidentificacion de K. pneumoniae utilizando

el sistema Enterotest.
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8. RESULTADOS

Las cepas con las que se conté al inicio del estudio fueron 83, de las cuales,
11 no se encontraron, las 72 cepas restantes se sembraron en caldo BHI pero
no se obtuvo el crecimiento de 2 cepas, 6 cepas no correspondieron a
Klebsiella pneumoniae, por lo tanto, quedaron 64 cepas que se utilizaron en el
estudio.

Las parejas madre-hijo que resultaron fueron 16, de las cuales, 10 parejas
fueron parto natural y 6 parto por cesarea.

Se utilizéd un numero diferente de muestras en cada binomio, debido a que en
algunos meses no se logro obtener muestra o los microorganismos que se
obtenian no eran Klebsiella pneumoniae.

En la figura 3 se muestra un ejemplo de los patrones de amplificacidén
obtenidos con los 3 pares de iniciadores empleados, en este ejemplo se
estudiaron 3 binomios madre-hijo.

Se construyd una base de datos en Excel en donde para cada una de las 64
cepas en estudio se registré el nimero de bandas de amplificacidon obtenidas
con los 3 pares de iniciadores utilizados, asi como el peso molecular calculado
de cada banda; con estos datos se generd el Dendrograma mostrado en la
figura 4, empleando el programa PAST.

Posteriormente, se construyeron dendrogramas para cada uno de los binomios
madre-hijo a fin de establecer la similitud (6 disimilitud entre las cepas de K.
pneumoniae aisladas de cada pareja (Fig 5) y compararlas con las semejanzas
y diferencias de cada cepa en sus patrones de sensibilidad a los antibioticos y
su ID obtenido mediante el sistema Enterotest (Tablas 2 Y 3).

En las figuras 6 a 21 se muestran los resultados de la caracterizacion
fenotipica y genotipica de las cepas de K. pneumoniae aisladas de 16 parejas

madre-hijo estudiadas.
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OPER-18 ERICAR RIGP-2  OPERIS  ERICR  RTGP2  OPERI8 ERGIR ATGP2

V4 N
'ﬁl\ ?f }

Wt WL 552 G610 BELS ek NP 8550 B615 BR2S MR KLLT G550 61D GRS MR NIDTELCCGEIERD MR MLZT 1600 BI6RD NAR NAZT3 BIA00 Elcan Nk NL3B 23 BRA3 MR ML BAL3 863 MR NL3G DD B3 MR

FIGURA 3.- Imagen de las bandas de DNA extraido de cepas de Klebsiella pneumoniae detectadas por el método de RAPD-PCR en
un gel de agarosa al 1.2%, en el primer carril se observa el marcador de peso molecular XIV (100 pb Roche), en los carriles siguientes
se encuentran las muestras M117, B552, B619, B825 amplificadas con el inicador OPER-18, seguidas del marcador de peso
molecular, se pueden ver la mismas muestras pero amplificadas con el iniciador RTGP-2 (Ready-To-Go-Primer-2), sequidas del
marcador de peso molecular y posteriormente las mismas muestras ahora con el iniciador ERIC-1R, se puede observar el diferente
patrén de amplificacién que se obtiene con cada iniciador, se obtuvieron bandas de 107 pb-2630 pb.
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FIGURA 4 .- Dendrograma general de las 64 cepas de Klebsiella pneumoniae estudiadas, en donde se puede observar la similitud que existe entre estas cepas, la

similitud se observa en las agrupaciones que se forman.




€¢

Similarity

P~
Y o v — [=;] o
o ] o o] o o
vl %] = I - o
m [11] [11] @ [11] =
0.96+
0.88 4
0.8+ 1
2
3
0.72- ,_\
0.64+
= \\
\J
0.48
0.4+
0.32
0 0.8 16 24 32 4 48 56 6.4

Distance

FIGURA 5.- Dendrograma en donde se muestra la similud entre las cepas de Klebsiella pneumoniae: en la agrupacion 1(morado) se puede observar como la
cepa M020 es igual a la cepa B129, en la agrupacion 2 (azul) se observa que la cepa B251 es diferente a las cepas M020 y B129, en la agrupacion 3 (rojo) se
muestra como la cepa B1657 y B532 son iguales entre si pero diferentes a las cepa M020, B129, B251, y por tltimo la cepa B321 (rosa) es dirente a las cepas
anteriores.
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TABLA 2 - Valor ID

MUESTRA VALOR ID
MO20 50363
B129 50773
B251 70773
B321 50763
B532 50773
B1657 50763

alor obtenido del EnteroPluri Test para la
entificacion de AKlebsiellz prieurnioriiae en
iacohorte de ninos en Xoxocotla, Morelos.

TABLAJ - Prueba se sensibilidad a los antibidticos

MUESTRA  AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampiciina  Trimetoprim-  Cefotaxima  Cefalotina  Cefepime Levofloxacina  Cloranfenicol Amikacina  Gentamicina  Netilmicina

sufametoxazol
Mo20 31/08/2010 § I R 5 I | $ S I 5 | S
B129 20/06/2011 R [ R S S § $ S S S § S
B251 27/06/2011 R S R R S S ) § R S S S
B321 26/07/2011 5 S R S S § 5 S S S S S
B532 28/09/2011 | $ R S § ) § S S S ) S
B1657 22/08/2012 R I R R S S 5 S $ S S S

En esta tabla se muestra la prueba de sensibilidad a los antibidticos de las cepas de Klebsiella pneumoniae, esta prueba se utilizé para caracterizar fenotipicamente a estas cepas.



B3
B532
B1657
B251
2
M020

&
" MUESTRA  VALORID
ol M020 50363
B129 50773
- B251 70773
_ B321 50763
& B532 50773
| B1657 50763
0.48+
0.22+
0 08 16 24 3'2 4 48 58 6.4

MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
M020 31/08/2010 S | R S | | S S | S |
B129 20/06/2011 R | R S S S S S ) S S
B251 27/06/2011 R S R R S S S S R S S )
B321 26/07/2011 ) ) R S S ) S S ) ) S S
B532 28/09/2011 I S R S S S S S ) ) S S
B1657 22/08/2012 R | R R S S ) S ) S S S

M FIGURA 6.- Caracterizacion de las cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 1 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Testy Prueba de sensibilidad a
los antibioticos.
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MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
MO030 31/08/2010 | S R S S S S S S S S S
B286 20/06/2011 S S R R S S S S S S S S
B1493 20/06/2012 S S R S S S S S S S S S
B1805 23/01/2013 S S R S S S S S S S S S

o [| FIGURA 7 - Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 2 mediante RAPD-PCR, indentificacion por EnteroPluri Testy Prueba de sensibilidad a

los antibidticos.
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MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
M032 01/09/2010 | S R S S S S S S S S
B004 03/11/2010 R ) R S S ) ) ) R S S )
B326 26/07/2011 S S R S ) S S S S S S S
B1661 22/08/2012 ) ) R ) ) ) ) S S ) S S
B1713 19/09/2012 R | R R S R S R I S R S

~o I FIGURA 8- Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 3 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a
los antibidticos.
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0.8 M045 70763
B331 70773
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5
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MUESTRA ~ AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
MO045 01/09/2010 S ) R S S S S ) S S S S
B331 26/07/2011 R § R S S 5 S § S S S S
B1255 18/04/2012 R ) R R S | S S S S S S

FIGURA 9.- Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 4 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a
los antibiéticos.
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MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
M047 01/09/2010 | S R S S S S S S S ) S
B1256 18/04/2012 S S R R S S S S R S S S
B1499 20/06/2012 R S R S S S S S S S ) S

FIGURA 10.- Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 5 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Testy Prueba de sensibilidad a
los antibidticos.
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MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina
sulfametoxazol
M048 01/09/2010 S S R S S S S S S S S S
B138 28/06/2011 S S R S S S S S S ) S S
B332 26/07/2011 ) S R S S S S S S S S S
B862 11/01/2012 S S R S S ) S ) S S S S

w

los antibioticos.

S [l FIGURA 11.- Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 6 mediante RAPD-PCR, identifiacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a
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MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
MO58 03/11/2010 S ) R S S S S ) S ) S S
B597 27/10/2011 R S R S S R S S S S S S
B987 02/02/2012 R R R R | R S ) S S R S
B1261 18/04/2012 | S R S S S S S S S S )

w
= I FIGURA 12 - Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 7 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a
los antibidticos.
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MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
MO059 03/11/2010 ) S R S S ) S S S S S S
B142 28/06/2011 S S R S S S S S S S S 5
B498 21/09/2011 ) S R S S S S S S S S S
B1668 22/08/2012 S S R S S ) S S S S S S

FIGURA 13 .- Caracterizacion de cepas de Klebseilla pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 8 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y prueba de sensibilidad a
los antibioticos.
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B1507
B144
B217
B500
MOB1

0.954
0.9
i MUESTRA VALOR ID
; Mo061 70773
0.8 B144 70773
z B217 70773
52 B500 70761
B1507 70363
0.7
0.654
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0.554
0 076 1 72 1 78 274 .;' 376 472 478 5T4 é

MUESTRA AISLAMIENTO  Nitrofurantoina Ceftriaxona Ampicilina  Trimetoprim-  Cefotaxima Cefalotina Cefepime Levofloxacina Cloranfenicol Amikacina Gentamicina Netilmicina

sulfametoxazol
M061 22/11/2010 R ) R S ) S ) S S S S S
B144 28/06/2011 | S R S ) S ) S S ) S S
B217 06/06/2011 R S R R S S S S R S I S
B500 21/09/2011 | S R S S S ) S ) ) S S
B1507 20/06/2012 S S R S S S S S S S S S

FIGURA 15.- Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 10 mediante RAPD-PCR, identificacién por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a
los antibidticos.
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FIGURA 16.- Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 11 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a
los antibioticos.
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FIGURA 17 - Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 12 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad
a los antibiéticos.
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Q FIGURA 18 - Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 13 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a

los antibidticos.
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los antibicticos.
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FIGURA 20 - Caracterizacion de cepas de Klebsiella pneumoniae de la pareja Madre-Hijo No. 15 mediante RAPD-PCR, identificacion por EnteroPluri Test y Prueba de sensibilidad a
los antibidticos.
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Con los resultados obtenidos definimos 2 tipos de patrones de colonizacion de

K. pneumoniae:

1) Las cepas aisladas inicialmente del nifio se parecen a la cepa de la

madre y posteriormente por aislamientos del nifio cada vez son mas

diferentes al materno.

2) Las cepas aisladas del nifio no guardan ninguna relacidon (o bien una

relacion menor) con la cepa materna.

En la tabla 4 que se muestra a continuacién se relacionan los 2 patrones de

colonizacién definidos y el tipo de parto.

TABLA 4 - Patrones de colonizacion por K. pneumoniae en la cohorte de recién nacidos de

Xoxocotla, Mor.

Tipo de patron de Definicion Parejas madre-hijo Tipo de parto
colonizacion

Las cepas aisladas
inicialmente son semejantes | -2, 4, 12, 14 -Parto normal

' a las maternas y
posteriormente se -1, 3,9 -Cesdred
identifican cepas distintas

" Las cepas aisladas a o largo | -5, 6,7, 8, 11, 16 -Parto normal
del estudio son diferentes a
las maternas -10,13,15 -Cesarea
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TABLAS .- Porcentaje de resistencia a los antibioticos de las cepas de K. pneumoniae estudiadas.

Porcentaje de resistencia
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9.- DISCUSION

Klebsiella pneumoniae es un bacilo Gram (-), perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, que coloniza de manera normal el tracto gastrointestinal
humano y que eventualmente puede actuar como patdégeno oportunista

principalmente en el caso de neonatos. s

En un estudio longitudinal realizado en una cohorte de recién nacidos sanos
del poblado de Xoxocotla, Morelos, el género Klebsiella ocupé el segundo lugar
en frecuencia de aislamientos a lo largo de 2 anos y en estudios anteriores
Klebsiella pneumoniae se detectd en el 30% de los recién nacidos. 27y Por este
motivo se decidid utilizar a Klebsiella pneumoniae como un microorganismo

indicador de la colonizacidon por Enterobacterias en los nifios de la cohorte.

Con el proposito de realizar una identificacion precisa se decidiod utilizar

sistemas de caracterizacién fenotipicos y genotipicos y compararlos entre si.

Se utilizé la caracterizacién por biotipos utilizando un sistema comercial
sencillo, econdmico, de facil acceso y reproducible, basado en la asignacién de
cddigos de identificacién a partir de una serie de reacciones bioguimicas

caracteristicas de las Enterobacterias.

Asi también, se utilizd la determinacién de los patrones de sensibilidad y
resistencia a los antibioticos como un sistema de seguimiento de las cepas en
estudio y para establecer los niveles de resistencia a los antibidticos en la
poblacion analizada, los datos que obtuvimos en resistencia fueron:
Nitrofurantoina 25%, Ceftriaxona 1.56% Ampicilina 100%, Trimetoprim-
Sulfametoxazol 17.18%, Cefotaxima 0%, Cefalotina 4%, Cefepime 0%,
Levofloxacina 1.56%, Cloranfenicol 7.8%, Amikacina 0%, Gentamicina 3.2% y

Netilmicina 0%.
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Por otra parte, dentro de los sistemas de caracterizacidn genotipicos, se
empled el RAPD-PCR ya que permite el analisis de todo el genoma bacteriano
y que es, asi mismo, un sistema reproducible y sencillo de realizar y analizar.
En nuestro caso se decidid utilizar 3 iniciadores con el propdsito de tener una
identificacion mas precisa de cada aislamiento bacteriano, de acuerdo a lo
sugerido con Fegan y col. los cuales dicen que una banda sélo se considera

significativa si esta presente por duplicado.(i3)

El empleo de estos sistemas de caracterizacidon nos permitié identificar a las
cepas individualmente y hacer un seguimiento de la colonizacién de K.
pneumoniae de los nifios de la cohorte y comparar las cepas aisladas de los

niNos con aquellas aisladas por de las madres respectivas.

Al establecer los porcentajes de similitud de las 64 cepas estudiadas no
encontramos agrupaciones (clusters) que tengan una asociacién evidente con
la epidemiologia bacteriana; asi demostramos una gran diversidad poblacional
de los aislamientos de K. pneumoniae, esto también se observd en un estudio
anterior en donde se obtuvieron cepas con diferente fenotipo que fueron

divididas en 11 genotipos diferentes. s

Debido a esta heterogeneidad de las 64 cepas de K. pneumoniae estudiadas,
analizamos los porcentajes de similitud entre las cepas aisladas de la madre-
hijo y definimos 2 tipos de patrones de colonizacion por K. pneumoniae: 1) Un
patron en el que las cepas que colonizan inicialmente a los nifios son
semejantes a las maternas y posteriormente esta similitud es cada vez menor
conforme pasa el tiempo de seguimiento y 2) Un patrén de colonizacion donde
la similitud de las cepas aisladas de las madres e hijos es pequena y se vuelve

aun menor conforme el tiempo transcurre.
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En ambos casos, en general se observd que conforme transcurrié el
seguimiento de la poblacidon infantil, la diversidad de las cepas de K.
pneumoniae aisladas fue cada vez mayor, lo que sugirié que conforme madura
el tracto gastrointestinal del nino cambian las presiones selectivas del
ambiente y por lo mismo se van seleccionando cepas cada vez mas adaptadas
a este ecosistema modificado; de acuerdo a este modelo, una vez que las
presiones selectivas del ambiente se estabilizan, asi también el recambio

poblacional bacteriano sera menor.

Por otra parte, decidimos agrupar a los binomios madre-hijo tomando como
base el tipo de nacimiento (parto normal o cesarea) para tratar de establecer
si este influye en la manera en que se coloniza el recién nacido; en este caso
no encontramos que hubiese asociacion entre el tipo de nacimiento y los
patrones de colonizacién por K. pneumoniae, lo que nos sugiere que el recién
nacido se coloniza a partir de la flora microbiana del ambiente, posiblemente a
partir de la persona encargada del cuidado del recién nacido (madre, abuela,

hermana, etc.).

La hipdtesis de que la colonizacion de los recién nacidos se realiza a partir de
la flora microbiana del cuidador esta apoyada por el hecho desde las primeras
semanas de nacimiento se aislaron e identificaron cepas resistentes a los
antibioticos, los cuales necesariamente fueron transferidas de un adulto con
experiencias previas de antibioticoterapia; en este sentido llama la atencién
que existe una gran heterogeneidad en los patrones de resistencia a los

antibidticos, lo que confirma la variabilidad de las cepas colonizadoras.

Estudios previos dicen que la colonizacién bacteriana del recién nacido se
realiza principalmente en el canal de parto y a partir de la flora de la madre

(26), este trabajo aporta una serie de evidencias que permiten postular que la
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colonizacién se realiza a partir de medio ambiente y que la madre no

necesariamente funciona como donadora de la microbiota del hijo.
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10.- CONCLUSIONES

e El objetivo general se cubrid satisfactoriamente.

e Se logré identificar a las cepas de K. pneumoniae a partir de una
coleccién bacteriana.

e Los patrones de resistencia y sensibilidad a los antibidticos permitieron
una caracterizacion apropiada de las cepas.

e Los patrones de RAPD-PCR analizados mediante el programa PAST

proporcionaron la caracterizacion mas precisa de las cepas.
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12. ANEXOS

I. INTERPRETACION DE ENTEROTEST PLUS

Al final de la incubacién

a. Realizar la prueba de Indol colocar el EnteroPluri Test con la
superficie plana apuntando hacia arriba y por una puncion en la
pelicula de plastico inyectar con una jeringa 3 0 4 gotas del reactivo
de Kovacs en el sector H,s/Indol
La reaccidn es positiva si se observa un color rojo-rosado en el
reactivo afladido dentro de 10-15 segundos.

b. Para la prueba Voges-Proskauer: Coloca el EnteroPluri Test de la
misma manera que en la prueba de Indol, inyectar con una jeringa 3
gotas de a-naftol (reactivo 1) y 2 gotas de Hidrdoxido de Potasio
(reactivo 2).

La reaccidon es positiva si se observa un color rojo dentro de 20

minutos.

c. Observar el cambio de color en los diferentes sectores.

FIGURA 22: Interpretacion de los resultados de Enterotest Plus.
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II.  OBTENCION DEL VALOR ID DE ENTEROTEST PLUS
a. Las 15 pruebas bioquimicas de EnteroPluri Test estadn dividas en 5
grupos cada uno contiene 3 pruebas y cada uno esta indicado con un
valor de positividad 4, 2, 1.
e Valor 4:La primera prueba positiva en cada grupo (Glucosa,
Ornitina, adonitol, Sorbitol, PA)
e Valor 2: La segunda prueba positiva en cada grupo (Gas, HsS,
Lactosa, VP, Urea)
e Valor 1: La tercera prueba positiva de cada agrupo (Lisina,
indol, Arabinosa, Dulcitol, Citrato)

e Valor 0: Todas las pruebas negativas.

MODULO DATI/ DATA CHART

DATA ' CAMPIONE = e e
DATE SAMPLE

GROUP 1 GROUP 2 GROUP 3 GROUP4 GRUUP 5
@ -4 -
® » -

- 8 e | = o | £ ] g £ g 8
el g 6 = = " g S ] 3 , - g a E

= o > T Q o 3 2 =

g i | Flegicsl£) iYLl R |BEig|®iS|B8
Codice di positivita
Pasinity code 4 2 1 4 2 1 2 1 4 2 1 4 2 1
Risultat 2
Rasuits 3 # + + + + + - = -
Sommaa dai codici
Code sum 7 0 7§ 7 3
CODICE NUMERICO MICRORGANISMO .
NUMERICAL CODE 70773_ Mmicroorcanisy  Klebsiella pneumoniae

FIGURA 23: Tabla de cédigos para la identificacién por EnteroPluri Test

III. ELABORACION DE DENDROGRAMAS:
a. Obtener el Rf de cada una de las bandas obtenidas en la
electroforesis.
b. Construir una grafica log PM/Rf
c. Se interpold en Rf en la grafica y al valor obtenido se le calculd el

antilogaritmo para conocer los pesos moleculares de cada banda.
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d. Se realizd una base de datos con los pesos moleculares de las

bandas que se obtuvieron de todas las muestras.

e. Se juntd el nimero de bandas de los 3 iniciadores en cada muestra,

estos se colocaron en la base de datos en donde la presencia de las

bandas se marcaba con 1 y la ausencia con 0.
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FIGURA 24. Base de datos para la construccion de dendrogramas.
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f. Estos datos se pasaron al programa PAST en donde se construyeron
los dendrogramas.
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FIGURA 25. Obtencién del Dendrograma
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