UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO .
FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADO @

INSTITUTO MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL

HOSPITAL GENERAL “DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA”
CENTRO MEDICO NACIONAL “LA RAZA”

TESIS
FRECUENCIA DE CEPAS DEL GENERO KLEBSIELLA HIPERMUCOVISCOSA Y
SU RELACION CON LA PRESENCIA DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO
EXTENDIDO (BLEE) EN EL HOSPITAL DE INFECTOLOGIA DEL CMN LA RAZA.
2016-2019.

PARA OBTENER EL TiTULO DE ESPECIALIDAD EN
PATOLOGIA CLINICA

PRESENTA
DRA. GABRIELA VELAZQUEZ ESTRADA

ASESOR
DRA. MARIA DEL CARMEN SILVA ESCAMILLA
EVA AURORA HERNANDEZ SANCHEZ
ROSA GONZALEZ VAZQUEZ

Facultqid de Medicina NUMERO DE REGISTRO
R-2019-3502-1336

CIUDAD DE MEXICO, 2019




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



‘ OO\ v W

INSTlﬂg‘:) MEXICANO D(l:l‘GURO SOCIAL o aroetioacate

DIRECCION DE PRESTACIONES MEDICAS

\9) anyalud
Dictamen de Aprobado

Comité Local de Investigacién en Salud 3502.
HOSPITAL GENERAL Dr, GAUDENCIO GONZALEZ GARZA, CENTRO MEDICO NACIONAL LA RAZA

Registro COFEPRIS 18 C1 09 002 001
Registro CONBIOETICA CONBIOETICA 09 CEI 027 2047101

FECHA Jueves, 01 de agosto de 2018

M.E. MARIA DEL CARMEN SILVA ESCAMILLA

PRESENTE

Tengo el agrado de notificarle, que el protocolo de investigacion con titulo Frecuencia de cepas del género Klebsiella
hipermucoviscosa y su relacién con la presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en el
Hospltal de Infectologia del CMN La Razs. 2018-2019. que somelid a consideracion para evaluacién de este Comité,
de acuerdo con las recomendaciones de sus Integrantes y de los revisores, cumple con la caldad metodoldgica y los
requerimientos de élica y de investigacion, por lo que el dictamenes APROBAD O

Ndmero de Registro Insttucional
R-2019-3502-133

De acuerdo a la normat, ents, deberd presentar en junio de cada afio un informe de seguimiento técnico acerca del
desasrollo del @ su cargo. Este dictamen tene vigencia de un afio, por lo que en caso de ser necesario,
requerird solicitar Ia glaprobadion del de Etica en Investigacion, al témino de la vigencia del mismo.

yna
Presidente de Investigacién en Salud No. 3502
Imprimir

IMSS

SLOURIDAD Y SORIDARIDAS SONA



FRECUENCIA DE CEPAS DEL GENERO KLEBSIELLA HIPERMUCOVISCOSA Y SU RELACION
CON LA PRESENCIA DE BETALACTAMASAS DE ESPECTRO EXTENDIDO (BLEE) EN EL
HOSPITAL DE INFECTOLOGIA DEL CMN LA RAZA. 2016-2019.

Dra. Maria Teresa Ramos Cervantes
Coordinacion de Educacion e Investigacion en Salud

U.M.A.E. HOSPITAL GENERAL “DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA” CMN LA RAZA

Dr. Antonio Quintero Bazaldlia
Profesor Titular de la Especialidad en Patologia Clinica
Jefe del Laboratorio de Patologia Clinica

U.M.A.E. HOSPITAL GENERAL “DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA” CMN LA RAZA

Dra. Maria del Carmen Silva Escamilla
Asesor / Investigador principal
Vigilancia Epidemiolégica del Hospital de Infectologia

U.M.A.E. HOSPITAL GENERAL “DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA” CMN LA RAZA

Q.F.B. Eva Aurora Herndndez Sanchez
Asesor / Investigador asociado
Jefe de seccién de bacteriologia sanitaria del Hospital de Infectologia

U.M.A.E. HOSPITAL GENERAL “DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA” CMN LA RAZA

Dra. Gabriela Velazquez Estrada
Residente de 3° de la Especialidad en Patologia Clinica

U.M.A.E. HOSPITAL GENERAL “DR. GAUDENCIO GONZALEZ GARZA” CMN LA RAZA



AGRADECIMIENTOS

Expreso mi gratitud a:
Mi asesora Maria del Carmen Silva Escamilla.
Mi coasesora Eva Aurora Hernandez Sanchez.
Mi tutora Dra. en Ciencias Rosa Gonzalez Vazquez.
Los estudiantes Quimico Bacteri6logo Parasitélogo en la Escuela Nacional de
Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico Nacional, José David Garcia y Diana
Loyola.
El jurado de evaluacion Dr. Luis Alfonso Robles Espinoza, Dr. Alejandro
Escamilla Gutiérrez, y Q.F.B. Gerardo Pérez Monroy.
Mis compaferos de residencia Ana Karen Luna Vargas, Andrea Flores Preciado
y Edwin Samir Mendieta Bautista.
A Federico Gmez Reynoso, quien tuve la suerte de conocer en la residencia.
A los médicos, quimicos y personal de laboratorio que intervinieron en mi
formacion académica.
El Instituto Mexicano del Seguro Social, la Universidad Nacional Autbnoma de
México y la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del Instituto Politécnico

Nacional.



INDICE

CONTENIDO PAGINA

Il. MARCO TEORICO 2

IV.  JUSTIFICACION 14

VI.  HIPOTESIS 16

VIIl. RESULTADOS 26

X. CONCLUSIONES 39

XIl.  ANEXOS 46




.  RESUMEN

Frecuencia de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosay su relacién
con la presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en el
Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

Dra. Velazquez Estrada Gabriela, Dra. Silva Escamilla Maria del Carmen

La resistencia a antimicrobianos por las bacterias del género Klebsiella constituye
un problema de interés mundial ya que resulta especialmente alarmante la rapida
propagacion alrededor del mundo de bacterias multirresistentes que son causa de
infecciones comunes y resisten al tratamiento con los farmacos antimicrobianos
existentes. Entre las bacterias K. pneumoniae algunas producen colonias
hipermucoviscosas cuando crecen en placas de agar, y la mayoria de estas
bacterias con fenotipo hipermucoviscoso son hipervirulentas, tienen la capacidad
de afectar a pacientes ambulatorios sanos con la facilidad de diseminacion
metastasica hematdgena de la infeccion. Aunque ha habido informes de bacterias
del género Klebsiella hipermucoviscosa que transportan BLEE, es una ocurrencia
rara; sin embargo, los casos de bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa
en México que se han publicado en estos Ultimos cinco afios se asocian con la
presencia de BLEE, lo que genera inconsistencia con las investigaciones.

Obijetivo: Determinar la frecuencia de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa
y su relacion con la presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La
Raza.

Material y Método: Estudio observacional, transversal y retrospectivo. Se realiza en
cepas bacterianas del género Klebsiella aisladas de hemocultivos y muestras del
tracto respiratorio en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza, colectadas de
febrero 2016 a 2019. Se eliminarn muestras con pérdida de la viabilidad bacteriana
al momento de su conservacion. El estudio se lleva a cabo en el laboratorio clinico
del Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza y se efectla:
Determinacion de cepas BLEE positivas mediante el Método de Difusién en disco,
Deteccion del tipo de BLEE por Método de PCR vy Deteccion de
hipermucoviscosidad: Prueba del Hilo, Determinacién de gen rmpA.

Recursos e infraestructura: La tesista Gabriela Velazquez Estrada, meédico
residente del 2° afio de Patologia Clinica del Hospital General del Centro Médico
Nacional La Raza, realiza todos los procedimientos bacteriologicos en el laboratorio.
Se utilizan las instalaciones del Hospital de Infectologia del Centro Médico Nacional
La Raza para su estudio.



Il.  MARCO TEORICO
GENERO KLEBSIELLA
El género Klebsiella se compone de bacilos gramnegativos encapsulados! que
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae e incluye seis especies: Klebsiella
pneumoniae (K. pneumoniae), Klebsiella oxytoca (K. oxytoca), Klebsiella
granulomatis (K. granulomatis), Klebsiella variicola (K. variicola), Klebsiella
singaporensis (K. singaporensis) y Klebsiella alba (K. alba). Los miembros de la
familia Enterobacteriaceae se caracterizan por fermentar glucosa, reducir nitrato a
nitrito y la enzima citocromo c oxidasa es negativaZ.
El género Klebsiella esta constituido por bacterias no moviles que se encuentran
como microorganismos saproéfitos en la microbiota gastrointestinal y como
colonizantes en piel y nasofaringe®. También residen en el medio ambiente, por
ejemplo el suelo, las aguas superficiales, e incluso en los dispositivos médicos?.
Se debe sospechar de una especie de Klebsiella cuando se aislen colonias grandes
con una consistencia mucosa en las placas de aislamiento primario, por ejemplo, en
agar de MacConkey, un medio sélido selectivo y diferencial de enterobacterias,
donde las colonias suelen aparecer grandes y mucoides, lactosas positivas.
Algunas especies de Enterobacter spp. pueden morfolégicamente simular a las
especies de Klebsiella, pero todas las especies de Klebsiella son inmoéviles y no
descarboxilan la ornitina, caracteristicas positivas en la mayoria de especies
Enterobacter spp.?
K. pneumoniae es indol negativa, lo que otras especies del género Klebsiella no lo
son. Durante las ultimas dos décadas surgié una nueva variante clinica de K.

pneumoniae, que se distinguen por ser hiperproductoras de mucopolisacaridos, lo
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gue le confiere el fenotipo hipermucoviscoso. Las colonias hipermucoviscosas se
demuestran a través de una “Prueba del hilo”, la cual es positiva cuando el asa o
aguja de inoculacion puede generar un hilo viscoso mayor de 5mm de longitud al
tocar la colonia bacteriana y levantar el asa por encima del borde de la placa de
Gelosa Sangre al 5%, creando un hilo de bacterias?. En las cepas de K. pneumoniae
que demuestran una prueba del hilo positiva se reconoce a K. pneumoniae
hipervirulenta (hvKP), sin embargo, no esta establecido que todas las hvKP son
hipermucoviscosas?.

La cdpsula es una matriz de polisacéridos que recubre a las especies del género
Klebsiella. Ordinariamente las cepas de hvKP producen una hipercapsula, es decir,
una capsula mas robusta que la capsula tipica. Tanto la capsula tipica de Klebsiella
no hipervirulenta como la hipercapsula de hvKP estan compuestas por polisacaridos
capsulares especificos de la cepa, denominados antigenos K*. Se han descrito 78
serotipos capsulares en K. pneumoniae, de los cuales K1, K2, K5, K20, K54 y K57
se han identificado como los mas frecuentes, patégenos y prevalentes en las
infecciones humanas causadas por este microorganismo®. La capsula de
polisacarido es responsable de la aparicion de moco, pero no necesariamente del
fenotipo hipermucoviscoso cuando el microorganismo se cultiva en diferentes
medios, asi los serotipos capsulares de K. pneumoniae pueden ser del tipo K1 a
K78, sin embargo, las cepas hvKP se han asociado a los serotipos capsulares K1,
K2, K5, K16, K20, K54, K57 y KN15; las cepas hvKP frecuentemente pertenecen a
los serotipos capsulares K1 o K2, que estan capsulares que causan abscesos
hepaticos y tienen mayor virulencia’. Diferentes investigaciones demuestran que

normalmente las cepas K1 y K2 son mas resistentes a la fagocitosis y la destruccion
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intracelular por macréfagos y neutréfilos que las cepas con otros serotipos?®, asi una
investigacion reciente publicada en el afio 2017, indicé que hvKP serotipo capsular
K1y K2 son mas resistentes a la fagocitosis de neutréfilos en comparacion con os
serotipos K1 y K2 de cepas no hipervirulentas®. Otras investigaciones que explican
la mayor virulencia de los serotipos capsulares K1 y K2 en relacion a otras cepas

gue no presentan estos serotipos capsulares, se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1. Mecanismos que generan mayor virulencia en K. pneumoniae con los
serotipos capsulares K1 y K2 en relacion a otras cepas de K. pneumoniae que no
presentan estos serotipos capsulares

Cépsulas de los serotipos K1y K2
Autor Mecanismo Efecto

Carecen de repeticiones
especificas de residuos de | Tanto la lecitina de union a la manosa

manosa que son del huésped en los macrofagos, como
Kabha 1° reconocidas por dos SP-A, no reconocen al receptor de
Sahly 11 factores del huésped: el unién a manosa, impidiendo asi la
receptor de manosa en eliminacion bacteriana mediante la
macréfagosi® y la proteina activacion del complemento o por
A surfactante secretada en opsonizaciont?,

el pulmoén (SP-A) 1
Poseen un &cido sialico
monosacarido especifico

del huésped en sus Permite la evasion de respuesta
Lee 8 superficies, resultado del | inmune innata del huésped eludiendo
mimetismo molecular del la fagocitosis por neutréfilos.
sialoglicano de las células
huésped.

Inducen una liberacion
mas pequefa de especies
Paczosa ! | reactivas de oxigeno por

los neutrdéfilos que las
cepas con otros serotipos

Tienen serotipos O mas
diversos en comparacion Ayuda a las cepas K1 y K2 a evadir
con las cepas de otros los sistemas inmunitarios del huésped.

serotipos capsulares K

Evita la activacion fulminante de la
respuesta inmune, lo que permite una
mejor supervivencia en tejidos
humanos

Follador 12




El fenotipo de hipermucoviscosidad se asocia con el gen regulador del fenotipo
mucoide A (rmpA) 3, mediado por plasmidos de la sintesis del polisacarido capsular
que contribuye a la resistencia en la fagocitosis de neutréfilos4. Una cepa de
bacterias del género Klebsiella con fenotipo hipermucoviscoso puede no ser magA
(wzy_K) y/o rmpA positiva(s) puesto que se conocen otros genes necesarios para
la produccion de la capsula en las especies de las cepas del género Klebsiella no
hipervirulentas y en hvKP, estos genes se ubican en un operén cromosoémico (cps).
El grupo de genes cps alberga una serie de genes involucrados en la produccion de

capsulas?.

Debido al aspecto hipermucoviscoso predominante en las colonias producidas por
hvKP, se propuso que la capsula de polisacarido es el principal factor de virulencia
responsable del fenotipo hipervirulento, por lo tanto, es evidente que en algunos
casos hvKP no se puede definir solamente con una prueba de hilo. Hay tres factores
de virulencia bien caracterizados para hvKP ademas de la capsula: lipopolisacaridos
(LPS), fimbrias (tipo 1 y tipo 3) y sideréforos. Estos tres factores de virulencia
ademas de estar presentes en hvKP también se encuentran en las especies de las
cepas del género Klebsiellal. Los LPS son una parte integral de la membrana
externa. Las fimbrias tipo 1 y tipo 3 son estructuras adhesivas unidas a la membrana
y secretan sideroforos que capturan el hierro. De los sideréforos, la enterobactina
se produce en casi todas las cepas del género Klebsiella no hipervirulentas e
hipervirulentas, y la yersiniabactina se produce en aproximadamente la mitad de las
cepas del género Klebsiella no hipervirulentas pero en casi todas las cepas de

hvKP!. La salmochelina y la aerobactina son sideréforos rara vez producidos por



cepas del género Klebsiella no hipervirulentas, pero tipicamente son segregados

por cepas hvkP?.

BETALACTAMASAS

Las betalactamasas son enzimas bacterianas que promueven la degradaciéon del
anillo betalactdmico de los antibidticos betalactamicos cuando cortan el enlace
amida en la estructura del anillo betalactamico de cuatro atomos, inactivando los
antibiéticos betalactamicos y por consiguiente impidiendo su actividad contra las
enzimas responsables de la sintesis de la pared celular bacteriana'®. Las BLEE
fenotipicamente se caracterizan por inactivar penicilinas y cefalosporinas; pueden
ser inhibidas por el acido clavulanico u otros inhibidores de betalactamasas como el
tazobactam y el sulbactam, estos compuestos se asemejan a los antibiéticos
betalactamicos y pueden unirse a la betalactamasa de manera reversible o
irreversible, protegiendo al antibiético de la destruccion?.

El esquema de Ambler clasifica las enzimas bacterianas betalactamasas basado en
la estructura molecular. La pauta general de este esquema consta de tres distintas
clases de enzimas: cefalosporinasas, serin betalactamasas y
metalobetalactamasas?.

Ala clase A de Ambler pertenecen enzimas con 265 a 269 residuos de aminoacidos,
de masas moleculares entre 25 y 32 kilo Dalton, betalactamasas con un residuo de
serina en su sitio activo que las hace serin betalactamasas'®. Las serin
betalactamasas son el grupo mas grande betalactamasas, e hidrolizan
carbapenémicos, cefalosporinas, penicilinas y aztreonam. Se inhiben por acido cla-

vulanico y por acido fenilborénico?. En este grupo se encuentran las enzimas



sulfhidrilo variable (SHV) y cefotaximasa (CTX-M), ambas con sus diferentes
variables.

La primera BLEE, conocida como SHV-2, se descubri6 en Alemania en el afio de
1983, y fue descrita en una cepa de Klebsiella ozaenae (K. ozaenae) '’ '8, Las BLEE
tipo SHV surgen debido a mutaciones en betalactamasas codificadas por el gen bla
SHV 19, Actualmente se han reportado mas de 140 variantes para SHV'’.

En 1989 se detect6 un aislado clinico de Escherichia coli (E. coli) con una enzima
diferente a SHV, que se denominé CTX-M-1 por su actividad hidrolitica preferente
por cefotaxima®®. Las enzimas del tipo CTX-M se han aislado en casi todas las
enterobacterias, particularmente en K. pneumoniae, E. coli y Enterobacter!®. Estas
enzimas son codificadas por el gen bla CTX-M?1. Se conocen mas de 80 variantes
de CTX-M, clasificadas en distintos grupos como CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,

CTX-M-9 y CTX-M-25, y la cifra sigue creciendo'®.

Tabla 2. Identificacién por primera vez de BLEE tipo SHV y CTX-M en distintas

cepas, gen de codificacion, clasificacion segin Ambler y variantes

Ano de AT ETIEE Gen de Clasificacion | Variant
BLEE | . e en que se o i,
identificacion i o, codificacion de Ambler es
identifico
SHV 1983 K. ozaenae bla SHV Clase A Mii;’e
CTX 1989 E. coli bla CTX-M Clase A Mzsode

Durante las ultimos dos décadas se han identificado bacterias del género Klebsiella
hipervirulentas e hipervirulentas productoras de BLEE tipo SHV y CTX-M en

distintas cepas patégenas alrededor del mundo (Tabla 3).
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EPIDEMIOLOGIA

A mediados de la década de 1980 investigadores en Taiwan notaron por primera
vez, en individuos que a menudo eran diabéticos pero no tenian un trastorno del
tracto biliar, un sindrome distintivo de absceso hepatico piogénico monomicrobiano
de K. pneumoniae con la capacidad de producir colonias hipermucoviscosas cuando
crecen en placas de agar, denominada hvKP por su capacidad de afectar a
pacientes ambulatorios sanos con la facilidad de diseminaciébn metastasica
hematdgena de la infeccion y su probable fenotipo de hipermucoviscosidad 6. Lo
mismo ocurrié en posteriores informes provenientes de paises en la costa asiatica
del Pacifico (Corea, Vietnam y Japén)?. Subsecuentemente, un niimero cada vez
mayor de casos se han informado en Norteamérica, Sudameérica, el Caribe y en
otros continentes®. En el afio 2013 Carrillo Esper publicé el primer caso de un
sindrome clinico asociado a infeccion por hvKP en México, siendo el agente causal
BLEE positivo con fenotipo hipermucoviscoso??. Las cepas hvKP frecuentemente
pertenecen a los serotipos capsulares K1 o K2, estos serotipos son los mas
patégenos para los humanos y entre ellos, el serotipo K1 es predominante en Asia,
y el serotipo K2 se ha aislado mas frecuentemente en América y Europa®. Asi
mismo, en un estudio realizado en México por Garza y colaboradores, que fue
publicado en el afio 2018, se reporta que en el Hospital General de Acapulco se
aislé en el afio 2013 el serotipo capsular K2 y K5 en el liquido cefalorraquideo y
esputo de dos aislados con hvkP 23,

Segun el Sistema mundial de vigilancia de la resistencia a los antimicrobianos
(GLASS, por sus siglas en inglés) resulta especialmente alarmante la rapida

propagacion a nivel mundial de bacterias multirresistentes que son causa de
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infecciones comunes y resisten al tratamiento con los farmacos antimicrobianos
existentes. En octubre de 2015 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) puso en
marcha el GLASS para la obtencion, analisis e intercambio entre paises de datos
normalizados, comparables y validados sobre la resistencia a los antimicrobianos;
combinando los datos de los pacientes con los de laboratorio y los de vigilancia
epidemiologica para la comprension del alcance y los efectos en las poblaciones de
la resistencia a los antimicrobianos. En el afio 2018 la OMS publicé el primer informe
del GLASS vy, debido a los resultados del mismo, reiteré su advertencia de los altos
niveles de resistencia a los antibiéticos en todo el mundo. El informe revelo6 la
presencia generalizada de resistencia a los antibiéticos en muestras de 500 000
personas de 22 paises en las que se sospechaban infecciones bacterianas. Entre
las bacterias resistentes mas frecuentes que se hallaron, K. pneumoniae ocupa el
segundo lugar, después de E. coli®*.

En cuanto a hvKP, los primeros casos mostraron un fenotipo de susceptibilidad a
varias clases de antimicrobianos?*, pero de manera preocupante, Ultimamente se
han descrito cepas hvKP hipermucoviscosas resistentes a multiples farmacos que
albergan BLEE, asi por ejemplo en México se ha reportado en la bibliografia al
menos dos casos en esta Ultima década 23 25,

Entre K. pneumoniae y hvKP la resistencia a los antibiéticos es un fenbmeno
asociado principalmente con K. pneumoniae, ya que aunque ha habido informes de
cepas hvKP gue transportan BLEE, es una ocurrencia rara*, sin embargo, como se
muestra en la Tabla 3, en México se han publicado casos en estos ultimos cinco

anos.



Tabla 3. Bacterias del género Klebsiella no hipervirulentas e hipervirulentas
productoras de BLEE tipo SHV y CTX-M en distintas cepas patdégenas alrededor del
mundo durante las Gltimas dos décadas

Autor Afo de Afo de Lugar del - Tipo de . _Fenotlpo
. . o Pais Bacteria | hipermuco-
aislamiento publicacién brote BLEE ViSCOSO
Entornos - SHV-12 K.
ks\?as-ze 2016 2018 hospitalarios R(z.:p;]uetélgza CTX-M- pneumo- No
15 niae
K.
Deh- Infecciones C?J;(VMll pneumo-
shiri 27 2014-2015 2018 C(:\r?]is;és Iran CTX-M-2 niae No
CTX-M-3
. Instituto K.
AQUl- T 50132015 2018 Nacional de México | V121 neimo- No
no Pediatria SHV-1 niae
Clinica
Garza | 50132014 2018 ISSSTE de México CTféM' HVKP S
Chilpan-cingo
Infecciones
Enas noso- SHV-5, K.
29 2002-2003 2013 comiales y Egipto SHV-2a, pneumo- No
adquiridas en SHV-12 niae
la comunidad
g&r@; No especifica 2018 No especifica Brasil SHV-11 HVKP Si
- Adquirido en . CTX-M- .
31
Xu No especifica 2018 la comunidad China 14 hvKP Si
. No
iﬁir\f‘?; No especifica 2018 I':iqol#]rl:dn? dzr(lj Rumania | especific hvkP Si
a
EEUU
(hombre
. originario de No
Lee No especifica 2018 I':(iqol#]rlljdn? dzI:i El Salvador, | especific hvKP Si
residente de a
EEUU hace
5 afios)
EEUU
rI:/Ia— . (mujgr ]
es- - originaria de No
wara- No especifica 2018 Q(i?)t::]rllﬂfi) dzg China, especific hvKP Si
nathan residente de a
34 EEUU hace
30 afios)
Carri- - Adquirido en " CTX-M- .
llo 25 No especifica 2013 la comunidad México 15 HvKP Si

ASOCIACION CLINICA

-10 -




Dentro del género Klebsiella, la especie K. pneumoniae esta disponible en el tracto
gastrointestinal, ocular, respiratorio y urogenital de humanos sanos. Existe como
microorganismo sapréfito en la nasofaringe de algunos de individuos. Las
infecciones son menos comunes fuera de los hospitales, y las rutas de transmision
suelen ser las manos del personal del hospital, soluciones antisépticas,
contenedores de trabajo y equipos de trabajo. Los instrumentos de anestesia y
respiracion artificial son el mejor medio de transporte de infecciones debido a la
humedad. En general K. pneumoniae causa neumonia adquirida nosocomial,
infeccion del tracto urinario o bacteriemia; los pacientes de mas de 40 afios de edad
con sindromes de inmunodeficiencia y afecciones médicas subyacentes como
neoplasia maligna, diabetes mellitus y enfermedad pulmonar crénica son el objetivo
de esta bacteria®.

Las infecciones por hvKP adquiridas en la comunidad se asocian a un sindrome
clinico que se presentan con abscesos hepaticos pidbgenos con propension a la
diseminacién metastasica hematégena a sitios distantes?, los pacientes rara vez
tienen una enfermedad hepatobiliar antes de la infeccion, antecedentes de cirugia
hepatobiliar, antecedentes de traumatismo o cirugia intraabdominal, ni neoplasia
maligna; las manifestaciones clinicas mas frecuentes en pacientes con abscesos
hepaticos por hvKP son fiebre, escalofrios y dolor abdominal; la leucocitosis, la
trombocitopenia, el aumento de las concentraciones de proteina C reactiva y la
glucosa en sangre, y los resultados anormales de las pruebas de funcion hepatica
son comunes en los abscesos hepaticos pidgenos secundarios a infeccion por hvkKP
5 Las cepas de hvKP se relacionan con la capacidad de causar infecciones en

pacientes ambulatorios sanos, sitios inusuales de infeccion (por ejemplo higado, ojo
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o liquido cefalorraquideo) y capacidad para diseminarse de forma hematbégena
metastasica. Es asi que hvKP causa infecciones graves como absceso hepatico
pidgeno, endoftalmitis, meningitis, miositis, osteomielitis y fascitis necrotizante en
individuos sanos y ambulatorios. Por las caracteristicas clinicas Unicas y graves de
estas cepas los laboratorios deben considerar informar las cepas de K. pneumoniae
que demuestren una prueba del hilo positiva como hvKP pues el protocolo de
diagndstico diferencial de los abscesos hepaticos debe tener en cuenta esta entidad
22_

Las diferencias clinicas expuestas entre K. pneumoniae y hvKP se muestran en la

tabla 4.

Tabla 4. Diferencias clinicas entre K. pneumoniae y hvKP

Parametro K. pneumoniae HvKP
. . Absceso hepatico pidgeno,
. Neumonia adquirida p p. g. :
Tipos comunes . . endoftalmitis, meningitis,
. -, nosocomial, infeccion del N . "
de infeccion o o miositis, osteomielitis, fascitis
tracto urinario, bacteriemia .
necrotizante
Pacientes de mas de 40
afios de edad con sindromes
de inmunodeficiencia y
Poblacién afecciones médicas Pacientes ambulatorios
susceptible subyacentes como neoplasia sanos
maligna, diabetes mellitus y
enfermedad pulmonar
cronica
Tipo de infeccidn
primaria Nosocomial Adquirida en la comunidad
adquirida
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aungue no hay datos estadisticos concretos, en la actualidad se conoce gue entre
las bacterias del género Klebsiella no hipermucoviscosa e hipermucoviscosa la
resistencia a los antibioticos es un fendmeno asociado principalmente con
microorganismos del género Klebsiella no hipermucoviscosa, ya que si bien ha
habido informes de bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa que
transportan BLEE, es una ocurrencia rara; sin embargo, los casos de bacterias del
género Klebsiella hipermucoviscosa en México que se han publicado en estos
altimos cinco afios se asocian con la presencia de BLEE, lo que genera
inconsistencia con las investigaciones, por lo cual en esta investigacion se pretende

responder la siguiente interrogante:

¢,Cual es la frecuencia de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y su

relacion con la presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza?
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IV. JUSTIFICACION

Los mas recientes informes indican la importancia a nivel mundial de las bacterias
del género Klebsiella en el grupo de microorganismos multirresistentes a
antimicrobianos causantes de infecciones bacterianas, entre las bacterias K.
pneumoniae destacan las hipermucoviscosas por ser en sSu gran mayoria
hipervirulentas. El impacto de esta investigacion es aportar informacion sobre la
frecuencia de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosas BLEE positivas, ya
gue aungue las bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa que transportan
BLEE es una ocurrencia rara, los casos de bacterias del género Klebsiella
hipermucoviscosa en México que se han publicado en estos ultimos cinco afios se

asocian con la presencia de BLEE.
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V. OBJETIVOS

OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar la frecuencia de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y su
relacion con la presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.

2016-2019.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Encontrar la relacion entre la identificacion de bacterias del género Klebsiella
con la deteccién de hipermucoviscosidad en el Hospital de Infectologia del
CMN La Raza. 2016-2019.

e Encontrar la relaciéon entre la identificacion de bacterias del género Klebsiella
no hipermucoviscosa e hipermucoviscosa con la deteccién del gen rmpA en
el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

e Identificar bacterias del género Klebsiella no hipermucoviscosa e
hipermucoviscosa BLEE positivas tipo SHV y CTX en el Hospital de

Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.
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VI. HIPOTESIS

La Identificacion de bacterias del género Klebsiella no hipermucoviscosa se
relaciona con mayor frecuencia a la presencia de BLEE y genotipo rmpA negativo;
asi como la Identificacién de bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa se

relaciona con mayor frecuencia a la ausencia de BLEE y genotipo rmpA positivo.

VIl.  MATERIAL Y METODOS
TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional, transversal y retrospectivo.

POBLACION
Poblacién de estudio: cepas bacterianas del género Klebsiella aisladas de
hemocultivos y muestras del tracto respiratorio en el Hospital de Infectologia del

CMN La Raza.

CRITERIO DE SELECCION DE MUESTRAS
CRITERIOS DE INCLUSION
Cepas bacterianas del género Klebsiella aisladas de hemocultivos y muestras del

tracto respiratorio en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.

CRITERIOS DE NO INCLUSION
Criterio de eliminacion: pérdida de la viabilidad bacteriana al momento de su

conservacion.
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UBICACION ESPACIO TEMPORAL

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio clinico del Hospital de Infectologia del

Centro Médico Nacional La Raza, en cepas del género Klebsiella aisladas de

hemocultivos y muestras del tracto respiratorio, colectados durante

comprendido de febrero 2016 a febrero 2019

DEFINICION DE LAS VARIABLES
Tabla 5. Definicion de las variables

el periodo

- ESCALA DE | INDICA- OPERACIONALIZA-
VARIABLE DEFINICION INFLUENCIA TIPO MEDICION DOR CION
Eli?)ziseﬁ: Colqnias del género ) Prueba del hilo
con fenotipo Kleb§|ellg que generan Dependiente Cualitativa Nominal St . .
hipermucovis un hilo viscoso de gran No Si: >5mm de longitud
longitud. No: <5mm de longitud
C0S0
Cepas de Co!onias del género Método dg difusién en
Klebsiella Klep3|ella prodqctoras de disco
con enzimas bactenangs que . o . Positivo 3
produccion degradan e! anillo Independiente | Cualitativa Nominal Negativo Posmvoz.zs.m.m. del halo
de betala_ct_émjlco de de_ inhibicion
BLEE antlblétlc_os Negativo: <5mm del
betalactdmicos. halo de inhibicién
PCR
Cepas de Colonias del género
Klebsiella Klebsiella que expresan Normi . Positivo: rmpA
. o ominal Positivo
con el gen regulador del Independiente | Cualitativa Negativo detectado
expresion del fenotipo mucoide A, Negativo: rmpA no
gen rmpA denominado rmpA detectado

DESCRIPCION DEL ESTUDIO

El estudio se realizé en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza del IMSS, en

la Ciudad de México D.F. por la tesista Gabriela Velazquez Estrada, médico

residente de Patologia Clinica, bajo la colaboracion, supervision y apoyo de los

asesores comentados previamente.

Después de la autorizacion del proyecto de investigacion por el Comité Local de

Investigacion (CLIEIS), se procedié a la realizacion del proyecto de investigacion.
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Se trabajo con el expediente clinico y se analizaron las cepas bacterianas del

género Klebsiella que fueron aisladas de pacientes que estuvieron hospitalizados

en la unidad médica durante el periodo de febrero 2016 a 2019.

La manera en que se trabajé con los métodos microbioldgicos en el laboratorio

clinico del HICMN La Raza, se describe a continuacion:

10.

METODOS MICROBIOLOGICOS

Recepcién de hemocultivos y muestras del tracto respiratorio positivos.
Aislamiento de bacilos gramnegativos y oxidasa negativo.

Identificacion y susceptibilidad de Klebsiella por el sistema automatizado
Vitek 2.

Conservacion de cepas.

Activacién de cepas.

Purificacion de cepas.

Determinacion de cepas BLEE positivas mediante el Método de Difusién en
disco.

Deteccion del tipo de BLEE por Método de PCR.

Deteccién de hipermucoviscosidad.

9.1 Prueba del Hilo.

9.2 Determinacién de gen rmpA.

Clasificacion de las cepas

Determinacion de cepas del género Klebsiella no hipermucoviscosa o

hipermucoviscosa, BLEE positivas o negativas.
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DESCRIPCION DE LOS METODOS MICROBIOLOGICOS
1.- Recepcion de hemocultivos y muestras del tracto respiratorio positivos.
En el laboratorio de Bacteriologia, se llevé a cabo la recepcion de hemocultivos y
muestras del tracto respiratorio positivos, se recabaron los datos de los pacientes y

de la muestra.

2.- Aislamiento de bacilos Gramnegativos y oxidasa negativos.
El aislamiento de bacilos Gramnegativos, oxidasa negativos, requierio el siguiente
procedimiento:

e Del hemocultivo o la muestra del tracto respiratorio se sembrd en caldo
cerebro-corazon (BHI “Brain Heart Infusion”) e incub6 por 24 a 28h, de 35 a
37°C

e A partir del crecimiento en caldo, con hisopo estéril se quitd el excedente del
caldo en las paredes del tubo y posteriormente se impronté en placas de
gelosa sangre de carnero al 5% y el medio cromogénico CPS y con asa
bacteriol6gica se sembré por estria cruzada. Se incub6 por 24 a 48 horas,
a una temperatura de 35 a 37°C y atmdsfera de aerobiosis.

e Serevisd la pureza de la cepa.

e Se realizo6 tincién Gram, prueba de oxidasa y catalasa.

3.- Identificacion y susceptibilidad de Klebsiella por el sistema automatizado Vitek2
De los cultivos puros de 24hrs de cepas identificadas como bacilos Gramnegativos,

oxidasa negativos, se realiz6 una suspension en solucion salina estéril al 0.45% a
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una concentracion de 0.5 del nefelémetro de McFarland para efectuar pruebas de
identificacion y de susceptibilidad con el equipo Vitek 2 ® Biomerieux utilizando
tarjetas de identificacion GN y de sensibilidad AST-GN286.

Las cepas identificadas del género Klebsiella procedieron a métodos de

conservacion.

4.- Conservacion de Cepas

Los cultivos puros de 24hrs de Klebsiella se conservaron. Cuatro tubos Eppendorf,
2 con 1mL de caldo soya tripticaseina (TSA) con glicerol al 5% y 2 con 1mL de caldo
BHI con glicerol al 5% se emplearon para conservacion en congelaciéon a  -20°,

tomando un asa cargada de cultivo para cada tubo.

5.- Activacion de Cepas

De las cepas congeladas a -20°C se tomé con hisopo estéril y resembré en caldo
BHI de 24 a 48 hrs de 35 a 37°C.

Se observo turbidez y resembré en gelosa sangre de carnero al 5%.

Se incubd 24 a 48hrs de 35 a 37°C, en aerobiosis.

6.- Purificacion de Cepas

En caso de contaminarse la cepa durante el proceso de conservacion, una vez
activada la cepa, se seleccionaron colonias puras de Klebsiella y resembraron en
gelosa sangre de carnero al 5% y agar Mac Conkey para incubar 24 de 35 a 37°C,

en aerobiosis.
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7.- Determinacion de cepas BLEE positivas por Método de Difusién en disco
La determinacion de BLEE se realiz6 mediante la prueba de susceptibilidad a
ceftazidima 30ug y ceftazidima - acido clavulanico 30ug/10ug o cefotaxima 30ug y
cefotaxima- &cido clavulanico 30ug/10ug mediante método de difusion en agar, en
donde se interpretd segun los criterios establecidos en las guias del Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI, pos sus siglas en inglés) 2019.
El método de difusién en agar consistio en:
e Seleccion de 1 a 2 colonias, inoculacion en tubos con 3 mL de caldo Mueller
Hinton (MH) hasta ajustar al 0.5 del Nefelometro de McFarland.
e Siembra masiva con hisopos estériles en placas de MH.
e Absorcion del indculo por 60 seg aproximadamente.
e Colocacion de los sensidiscos de ceftazidima (30 ug).
e Incubacion de las placas a 35°C + 2°C por 16 a 18 horas.
e Entre 16 a 18h de incubacion se realizo la lectura de los halos de inhibicion.
e El didmetro de los halos de inhibicion (mm) de cada aislamiento se comparé
con los criterios establecidos (CLSI, 2019) para determinar la resistencia (R)
o susceptibilidad (S) a los antibiéticos.
e El resultado se interpreté como negativo cuando formé un halo < a 5mm de

diametro o positivo cuando el halo fue > a 5mm de didmetro.
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8.- Deteccion del tipo de BLEE por PCR

La extraccion del DNA se realiz6 por el método de Tiocianato de Guanidina. El DNA

se visualiz6 para apreciar la integridad a través de electroforesis de agarosa 'y como

revelador se utilizé bromuro de etidio.

Amplificacién de genes de resistencia:

o Se usaron oligonucleétidos para amplificacion de genes de

resistencia.

o El Programa de amplificacion consistio en:

» Desnaturalizacion inicial: 95 °C por 5 min; 35 ciclos:

e Desnaturalizacion: 95°C por 30 segundos.

¢ Alineamiento 30 segundos.

e Terminacion: 72 °C por 1 minuto.

Tabla 6. Amplificacion de genes de resistencia

Temperatura de

fusion de
Gen Secuencia 3’-5’ de oligonucleodtidos
oligonucledtidos
(Tm)
Forward: ATG TGC AGT ACC AGT AAAGTTATG GC

CTX-M 56°C
Reverso: ACC GCGATATCGTTG GT
Foward: GGTTATGCGTTATATTCGCC

SHV 58°C

Reverso: TTAGCG TTG CCAGTG CTC

= Extension final: 72 °C por 2 minutos.
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9. Determinacion de la hipermucoviscosidad mediante la Prueba del hilo y PCR.
9.1 Prueba del hilo.
Las colonias hipermucoviscosas son aquellas que en una “prueba del hilo” se
genera un hilo viscoso mayor de 5mm de longitud al tocar la colonia bacteriana con
el asa 0 aguja de inoculacion y levantarla por encima del borde de la placa de agar
Gelosa Sangre, creando un hilo de bacterias.
9.2 PCR
e Amplificacion del gen rmpA
o El Programa de amplificacion consistio en:
= Desnaturalizacion inicial: 95 °C por 5 min; 35 ciclos:

e Desnaturalizacion: 95°C por 30 seg

e Alineamiento 1min

e Terminacion: 72 °C por 1 min

Tabla 6. Amplificacién del gen rmpA

Gen Secuencia 3’-5’ de oligonucleétidos Tm
rmpA Forward: ACTGGGCTACCTCTGCTTCA
52°C
Reverso: CTTGCATGAGCCATCTTTCA

= Extension final: 72 °C por 2 min

10. Clasificacion de las cepas
Determinacion de cepas del género Klebsiella no hipermucoviscosa o

hipermucoviscosa, BLEE positivas 0 negativas.
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ASPECTOS ETICOS
De acuerdo con el reglamento de la Ley General de Salud en materia de
Investigacion para la salud, titulo Segundo de los Aspectos Eticos de la
Investigacion en Seres Humanos, Capitulo I, Disposiciones comunes, articulo 17,
esta investigacion es catalogada como Sin Riesgo. A continuacién, se ilustra dicha
categoria.

l. Investigacion Sin Riesgo: Estudios que emplean técnicas y métodos de
investigacibn documental retrospectivos, no se realiza ninguna
intervencién o modificacion intencionada en las variables fisioldgicas,
psicolégicas y sociales de los individuos que participan en el estudio,
entre los que se considera: cuestionario, entrevistas, revision de
expedientes clinicos y otros, en los que no se identifique ni se traten
aspectos sensitivos de su conducta.

Acorde con lo establecido en la Ley Federal de Proteccion de Datos Personales.
Por lo anterior, no se requiere consentimiento informado por escrito, debido
a que se trabajara con el expediente clinico y los resultados de estudios
(cepas bacterianas) de laboratorio de pacientes previamente hospitalizados
en la unidad médica.

No existen implicaciones éticas para este estudio ya que no se requerira
interaccidon directa con el paciente, ni con el proceso de recoleccion de las
muestras.

De la misma forma, tampoco se contrapone a los lineamientos establecidos la

declaracion de Helsinki.
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ANALISIS ESTADISTICO

La recopilacion de la informacion, asi como la revision y codificacion es
responsabilidad del investigador, esto con la finalidad de disminuir la variabilidad y
lograr un mejor control sobre la calidad de los datos. Se codificaron las preguntas,
captura y andlisis de datos utilizando el paquete estadistico SPSS version 18. Todas
las variables y sus indicadores son incluidos. Una vez codificadas las variables y
construida la base de datos se realiz6 el siguiente analisis: se consideraron las
variables cualitativas y se expresaron como frecuencias absolutas y relativas, asi

como prevalencias puntuales con intervalos de confianza al 95%.

CONSENTIMIENTO INFORMADO
No se requiere consentimiento informado, dado el tipo de investigacion, asi como el

grado de riesgo.
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VIl. RESULTADOS

Tabla 7. Cepas de Klebsiella con fenotipo hipermucoviscoso

.Cepas de Klebsiella con fenotipo hipermucoviscoso
Numero de cepa Prueba del hilo Hipermucoviscosa
4 < 5mm de longitud No
7 < 5mm de longitud No
8 < 5mm de longitud No
11 < 5mm de longitud No
13 < 5mm de longitud No
14 < 5mm de longitud No
15 < 5mm de longitud No
20 < 5mm de longitud No
21 < 5mm de longitud No
22 < 5mm de longitud No
23 < 5mm de longitud No
27 < 5mm de longitud No
29 < 5mm de longitud No
30 < 5mm de longitud No
32 < 5mm de longitud No
33 < 5mm de longitud No
34 < 5mm de longitud No
35 < 5mm de longitud No
36 < 5mm de longitud No
37 < 5mm de longitud No
38 < 5mm de longitud No
39 < 5mm de longitud No
40 < 5mm de longitud No
41 < 5mm de longitud No
42 > 5mm de longitud Si
43 < 5mm de longitud No
45 < 5mm de longitud No
46 < 5mm de longitud No
16535 < 5mm de longitud No
16672 < 5mm de longitud No

Nota: la cepa niumero 42 es la Unica que expresa el fenotipo de hipermucoviscosidad.

Imagen 1. Prueba del hilo de la cepa numero 42 con fenotipo hipermucoviscoso

Nota: el asa de inoculaciéon genera un hilo
viscoso mayor de 5mm de longitud al tocar la
colonia bacteriana y levantar el asa por
encima del borde de la placa de Gelosa
Sangre al 5%, creando un hilo de bacterias.
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Tabla 8. Cepas de Klebsiella con produccion de BLEE

Cepas de Klebsiella con produccion de BLEE

Método de difusion en disco

N Ceftazidima Cefotaxima

umero . - Z ¢ . 2 A

de cepa Ceftazidima y ac[d(_) Cefotaxima y ac[d(_) BLEE

30ug clavulanico 30ug clavulanico
30ug/10ug 30ug/10ug
4 15 mm 21 mm <5 mm 18 mm Si
7 17 mm 23 mm 8 mm 19 mm Si
8 17 mm 23 mm 9 mm 16 mm Si
11 9 mm 22 mm 11 mm 12 mm Si
13 13 mm 20 mm 8 mm 12 mm Si
14 8 mm 21 mm 9 mm 18 mm Si
15 16 mm 23 mm 9 mm 12 mm Si
20 12 mm 23 mm <5 mm 18 mm Si
21 11 mm 21 mm <5 mm 19 mm Si
22 18 mm 24 mm <5 mm 12 mm Si
23 13 mm 23 mm <5 mm 9 mm Si
27 16 mm 23 mm 14 mm 15 mm Si
29 18 mm 23 mm 10 mm 12 mm Si
30 14 mm 22 mm <5 mm 10 mm Si
32 9 mm 18 mm SR SR Si
33 14 mm 19 mm <5 mm 18 mm Si
34 11 mm 20 mm <5 mm 17 mm Si
35 15 mm 22 mm 7 mm 11 mm Si
36 15 mm 21 mm 10 mm 18 mm Si
37 16 mm 22 mm <5 mm 20 mm Si
38 13 mm 19 mm <5 mm 18 mm Si
39 14 mm 21 mm <5 mm 19 mm Si
40 11 mm 22 mm <5 mm 7 mm Si
41 15 mm 22 mm <5 mm 10 mm Si
42 22 mm 23 mm SR SR No
43 <5 mm 22 mm <5 mm 11 mm Si
45 SR SR <5 mm 20 mm Si
46 14 mm 23 mm <5 mm 11 mm Si
16535 <5 mm 10 mm SR SR Si
16672 <5 mm 11 mm SR SR Si

Nota: SR, Sin resultado. La cepa numero 42 es la Unica que no produce BLEE.

Imagen 2. Método de difusion en disco de la cepa numero 11 con produccion de

BLEE.
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Nota: el diametro de los halos de inhibicion
(mm) de la cepa 11 se comparé con los
criterios CLSI, 2019, para determinar
susceptibilidad a los antibiéticos.

Tabla 9. Cepas de Klebsiella con expresion

del gen BLEE tipo SHV y/o CTM-X.

Cepas de Klebsiella con expresion del gen BLEE tipo SHV y/o CTM-X

Numero de cepa Gen BLEE tipo SHV Gen BLEE tipo CTX-M
4 Si No
7 No No
8 Si Si
11 Si Si
13 Si No
14 Si No
15 Si No
20 Si No
21 Si Si
22 Si Si
23 Si No
27 Si No
29 Si Si
30 Si Si
32 No Si
33 Si No
34 No No
35 Si No
36 No No
37 Si No
38 No No
39 No No
40 Si Si
41 Si Si
42 No No
43 Si No
45 No No
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46 Si No
16535 No Si
16672 No Si

Nota: la determinacion de la expresion del gen BLEE tipo SHV y/o CTM-X se

realiz6 mediante PCR.

Imagen 3. PCR del gen SHV en cepas del género Klebsiella
M CINCP 39 33 7 82 37 38 is = =5 313 23 8 165=2S 21 46 36
A e R e D am Emd e b ) G e . = EEw e e —

Nota: M, marcador. CP, control positivo. CN, control negativo. Los numeros

representan la cepa analizada.
Imagen 4. PCR del gen CTM-X en cepas del género Klebsiella
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M 39 33 7 42 37 38 1S 4 35 11 23 816535 21 46 3634 27 14 43

M 45 20 29 13 32 22 40 166 3041
72

Nota: M, marcador. Los nimeros representan la cepa analizada.

Tabla 10. Cepas de Klebsiella con expresion del gen rmpA.

Cepas de Klebsiella con expresion del gen rmpA
Numero de cepa Gen BLEE tipo rmpA

4 SR
7 SR
8 SR

11 SR

13 SR

14 SR

15 SR

20 SR

21 SR

22 SR

23 SR

27 SR

29 SR

30 SR

32 SR
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33 SR
34 SR
35 SR
36 SR
37 SR
38 SR
39 SR
40 SR
41 SR
42 SR
43 SR
45 SR
46 SR
16535 SR
16672 SR

Nota: SR, sin resultado.

ANALISIS ESTADISTICO DE RESULTADOS

Tabla 11. Frecuencias absolutas y relativas de cepas del género Klebsiella
hipermucoviscosa y su relacién con la presencia de BLEE en el Hospital de
Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

Frecuencia de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosay su relacién

con la presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.

2016-20109.
Frecuencia absoluta Frecuencia relativa
Cepas
hipermucoviscosas 0 0
BLEE positivas
Cepas
hipermucoviscosas 1 1
BLEE negativas
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Figura 1. Frecuencias absolutas y relativas de cepas del género Klebsiella
hipermucoviscosa y su relacién con la presencia de BLEE en el Hospital de
Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

Frecuencia de cepas del género Klebsiella
hipermucoviscosa y su relacién con la presencia de BLEE
en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-
20109.

1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

M Frecuencia absoluta

Frecuencia relativa

Cepas hipermucoviscosas Cepas hipermucoviscosas
BLEE positivas BLEE negativas

Tabla 14. Relacion entre la identificacion de bacterias del género Klebsiella con la

deteccion de hipermucoviscosidad en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.

2016-2019.

Relacién entre la identificacién de bacterias del género Klebsiella con la

deteccion de hipermucoviscosidad en el Hospital de Infectologia del CMN
La Raza. 2016-2019.

Numero de cepas Numero de cepas no
. : . . Total de cepas
hipermucoviscosas hipermucoviscosas
1 29 30

Figura 3. Relacién entre la identificacién de bacterias del género Klebsiella con la
deteccion de hipermucoviscosidad en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.
2016-20109.
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Relacidén entre la identificacion de bacterias del género
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Tabla 15. Prevalencia puntual de cepas hipermucoviscosas y no hipermucoviscosas
en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

Prevalencia puntual de cepas
hipermucoviscosas

Prevalencia puntual de cepas no
hipermucoviscosas

3.3%

96.6%

Tabla 12. Numero de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y no
hipermucoviscosa y su relacion con la presencia de BLEE en el Hospital de

Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

Cepas del género Klebsiella hipermucoviscosay no hipermucoviscosay
su relacion con la presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del
CMN La Raza. 2016-2019.

positivas

Numero de cepas BLEE | Numero de cepas BLEE
negativas

Total de cepas

29

30

Figura 2. Numero de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y no
hipermucoviscosa y su relacién con la presencia de BLEE en el Hospital de

Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.



Numero de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa
y no hipermucoviscosa y su relacion con la presencia de
BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.
2016-2019.
120
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80 -
60 -
H 0,
40 - B Prevalencia puntual (%)
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O . I _—|
Cepas hipermucoviscosas Cepas hipermucoviscosas
BLEE positivas BLEE negativas

Tabla 13. Prevalencia puntual de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y
no hipermucoviscosa y su relacion con la presencia de BLEE en el Hospital de
Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

Prevalencia puntual de cepas BLEE | Prevalencia puntual de cepas BLEE

positivas negativas

96.6% 3.3%

Tabla 12. Numero de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y su relacion
con la presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-
20109.

Cepas del género Klebsiella hipermucoviscosay su relacién con la
presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-
2019.

Numero de cepas Numero de cepas
. : . . Total de cepas
hipermucoviscosas hipermucoviscosas hiermucoviscosas
BLEE positivas BLEE negativas P
0 1 1
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Figura 2. Numero de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y su relacion
con la presencia de BLEE en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-
2019.

Cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa y su
relacion con la presencia de BLEE en el Hospital de
Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.
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Cepas hipermucoviscosas Cepas hipermucoviscosas
BLEE positivas BLEE negativas

Tabla 13. Prevalencia puntual de cepas hipermucoviscosas BLEE positivas e
hipermucoviscosas BLEE negativas en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.
2016-2019.

Prevalencia puntual de cepas Prevalencia puntual de cepas

hipermucoviscosas BLEE positivas | hipermucoviscosas BLEE negativas

0% 100%
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Tabla 16. Numero de cepas del género Klebsiella no hipermucoviscosa BLEE
positivas tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.
2016-20109.

Bacterias del género Klebsiella no hipermucoviscosa BLEE positivas tipo
SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

Numero de cepas BLEE
positivas tipo SHV

Numero de cepas BLEE
positivas no SHV

Total de cepas

20

9

29

Numero de cepas BLEE
positivas tipo CTX-M

Numero de cepas BLEE
positivas no CTX-M

Total de cepas

11

18

29

Numero de cepas BLEE
positivas tipo SHV y
CTX-M

Numero de cepas BLEE
positivas no SHV y
CTX-M

Total de cepas

8

21

29

Figura 4. Numero de cepas del género Klebsiella no hipermucoviscosa BLEE
positivas tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-

2019.
Bacterias del género Klebsiella no hipermucoviscosa
BLEE positivas tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de
Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.
80
60 -
40 -
20 - .: M Prevalencia puntual (%)
0 - .
Cepas BLEE Cepas BLEE Cepas BLEE
positivas tipo positivas tipo positivas tipo
SHV CTM-X SHV y CTM-X

Tabla 17. Prevalencia puntual de cepas del género Klebsiella no hipermucoviscosa
BLEE positivas tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.

2016-2019.

Prevalencia puntual de
cepas BLEE positivas
tipo SHV

Prevalencia puntual de
cepas BLEE positivas
tipo CTX-M

Prevalencia puntual
de cepas BLEE
positivas tipo SHV y
CTX-M

68.9%

37.9%

27.5%
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Tabla 18. Numero de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa BLEE negativa
con BLEE tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.
2016-2019.

Bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa BLEE negativa con

BLEE tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del CMN La Raza.

2016-20109.
; ’ Numero de cepas
Numero de cepas Numero de cepas _ )
. . . _ hipermucoviscosas | Total de
hipermucoviscosas | hipermucoviscosas _
. . BLEE tipo SHV y cepas
BLEE tipo SHV BLEE tipo CTX-M
CTX-M
0 0 0 1

Figura 5. Prevalencia puntual de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa
BLEE negativa con BLEE tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del
CMN La Raza. 2016-2019.

Relacidn entre la identificacion de bacterias del género
Klebsiella hipermucoviscosa BLEE negativa con la
deteccion de BLEE tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de
Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

0,8
0,6
0,4
0,2

0 . . .

Cepas BLEE tipo Cepas BLEE tipo Cepas BLEE tipo
SHV CTM-X SHV y CTM-X

M Prevalencia puntual (%)

Tabla 19. Prevalencia puntual de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa
BLEE negativa con BLEE tipo SHV y/o CTX-M en el Hospital de Infectologia del
CMN La Raza. 2016-2019.

Prevalencia puntual
de cepas
hipermucoviscosas
BLEE tipo SHV

Prevalencia puntual de
cepas
hipermucoviscosas
BLEE tipo CTX-M

Prevalencia puntual de
cepas
hipermucoviscosas
BLEE tipo SHV y CTX-M

0%

0%

0%
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IX. DISCUSION

Del total de cepas del género Klebsiella analizadas en este estudio, solamente una
es hipermucoviscosa segun el resultado de la Prueba del Hilo, Unica prueba
establecida universalmente para detectar el fenotipo hipermucoviscoso. La
frecuencia absoluta y relativa de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosa en
el Hospital de Infectologia del CMN La Raza durante el periodo 2016 a 2019, es de
una unidad. Asimismo, la prevalencia de cepas del género Klebsiella no
hipermucoviscosas es 93.3% mayor a la prevalencia de cepas hipermucoviscosas

en este estudio.

En la cepa fenotipicamente hipermucoviscosa se investigé por PCR la presencia de
uno de los genes que intervienen en la expresion del fenotipo mucoide, llamado
rmpA, el cual no pudo ser evaluado por falta de material, sin embargo, la presencia
0 ausencia de este gen no es indispensable para determinar que la cepa del género
Klebsiella sea fenotipicamente hipermucoviscosa pues se conocen otros genes

necesarios para la produccion de la capsula.

Casi todas las cepas del género Klebsiella de este estudio son productoras de
BLEE, con una prevalencia puntual de 96.6%, y el 3.3% restante de cepas son
bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa, quienes no son productoras de
BLEE acorde a los rangos para el Método de difusién en disco del CLSI afio 2019.
A partir de este hallazgo en la investigacion es evidente que no existe relaciéon entre

la produccion de BLEE en bacterias del género Klebsiella con fenotipo
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hipermucoviscoso aqui estudiadas, ya que la prevalencia puntual de cepas
hipermucoviscosas BLEE negativas es del 100%. Cabe mencionar que, debido a la
escasez de recursos econdémicos, en algunas cepas que resultaron productoras de
BLEE con los discos impregnados de alguno de los dos tipos de cefalosporinasas
utilizadas, no se repitié la prueba de resistencia a BLEE con los discos de la
cefalosporinasa faltante a detectar, sin que esta accién interviniera en la validez de

los resultados.

Se realizé una Curva de temperatura en PCR para monitorizar la cinética de
disociacion de los fragmentos amplificados para los genes SHV y CTX-M, asi se
estandariz6 el método, y no se encontro el gen SHV ni el gen CTX-M en 72.5% de
las cepas de bacterias del género Klebsiella fenotipicamente productoras de BLEE,
por lo que en esas cepas otra enzima es la responsable del genotipo que establece
la resistencia a BLEE. Por otra parte, la prevalencia puntual de cepas BLEE
positivas tipo SHV fue mayor a la prevalencia puntual de cepas BLEE positivas tipo
CTX-M por una diferencia de 31%. También se determin6 en la cepa del género
Klebsiella hipermucoviscosa la presencia de BLEE tipo SHV y/o CTX-M, la cual fue

del 0%, apoyando este resultado el fenotipo BLEE negativo de esta cepa.
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X.  CONCLUSIONES

La cepa del género Klebsiella hipermucoviscosa encontrada en este estudio de
investigacién, tiene un comportamiento acorde a la mayoria de las bacterias del
género Klebsiella hipermucoviscosa reportadas alrededor del mundo, ya que al igual
que el comun de aquellas, esta cepa no es productora fenotipicamente ni
genotipicamente de BLEE, y aunque no se determina si la cepa hallada en este
estudio es genotipicamente afin a uno de los genes responsables del fenotipo
hipermucoviscoso, es indudable su hipermucoviscosidad, por lo que resulta
evidente que no existe relacion entre la presencia de BLEE con la produccion de

hipermucoviscosidad.

A nivel mundial las bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa BLEE positivas
son de rara ocurrencia, y en este estudio se comprobd, sin embargo, nuestro
hallazgo no concuerda con los datos que se han publicado en estos ultimos cinco
aflos de casos de bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa en México
productoras de BLEE, asi que con la informacion de la actual investigacion y los
resultados mas recientes reportados en nuestro pais, se hace claro que en México
es posible encontrar bacterias del género Klebsiella hipermucoviscosa no
productoras de BLEE que no son reportadas en estudios cientificos, muy
probablemente porque no son hipervirulentas, pero que es importante tener en
cuenta por la posibilidad que tienen de hacerse resistentes y por ende

hipervirulentas.
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Asi mismo, el total de las cepas del género Klebsiella no hipermucoviscosa en esta
investigacion son productoras de BLEE, hallazgo que refuerza a los mas recientes
informes que indican la importancia a nivel mundial de las bacterias del género
Klebsiella en el grupo de microorganismos multirresistentes a antimicrobianos

causantes de infecciones bacterianas.
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XIl.  ANEXOS

1. HOJA DE RECOLECCION DE DATOS

Frecuencia de cepas del género Klebsiella hipermucoviscosay su relacion

con la presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE) en el

Hospital de Infectologia del CMN La Raza. 2016-2019.

NSS:

TIPO DE MUESTRA:

A) Hemocultivo
B) Respiratorio

FOLIO INTERNO:

PRUEBA DE HILO

HIPERMUCOVISCOSA

Cepas de Klebsiella con
fenotipo

, : POSITIVO S
hipermucoviscoso NEGATIVO NO
METODO DIFUSION EN DISCO BLEE
Cepas de Klebsiella con
produccion de
BLEE POSITIVO S|
NEGATIVO NO
Expresion del gen regulador del
PCR . :
fenotipo mucoide A

Cepas de Klebsiella con
expresion del gen rmpA POSITIVO S|
NEGATIVO NO
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2. METODOS MICROBIOLOGICOS

FLUJOGRAMA DE TRABAJO:

1.- RECEPCION DE HEMOCULTIVOS Y MUESTRAS DEL TRACTO
RESPIRATi)RIO POSITIVOS

2.- AISLAMIENTO, DE BACI{LOS GRAM (-) OXIDASA (-)

3.- IDENTIFICACION Y SUSCEPTIBILIDAD POR EL SISTEMA AUTOMATIZADO VITEK
2 (Klegsiella)

4.- CONSERVACION DE CEPAS
5.- ACTIVACIC;N DE CEPAS
6.- PURIFICACION DE CEPAS
7.- DETERMINACION DE CEPAS BLEE (+)
METODO DE DIFUSION EN DISCO:

CEFTAZIDIMA 30pg y CEFTAZIDIMA-AC. CLAVULANICO 30ug/10ug
CEFOTAXIMA 30ug y CEFOTAXIMA-AC. CLAVULANICO 30pg/10ug

BLEE (+) BLEE (-)
25mm DE INCREMENTO ~ <5mm DE INCREMENTO
DEL HALO DE INHIBICION DEL HALO DE INHIBICION

8.- DETERMINACION DEL TIPO DE 9.- DETERMINACION DE
BLEE POR PCR HIPERMUCOVISCOSIDAD
| |
9.1 FENOTIPO 9.2 GENOTIPO
PRUEBA PCR GEN
CTX SHV DEL HILO rmpA
1 I I

NO Si POSITIVO NEGATIVO
<5MM >5MM DETECTADO NO DETECTADO

DE LONGITUD DE LONGITUD
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