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Resumen

Klebsiella pneumoniae es considerada como uno de los patdégenos oportunistas mas
frecuentes en el humano, ocasionando infecciones hospitalarias, principalmente en
pacientes inmunodeprimidos. El tratamiento de las infecciones por K. pneumoniae se ha
complicado recientemente debido a la seleccidén de cepas multirresistentes a los antibioticos.
El objetivo de este trabajo fue determinar el fenotipo y el genotipo de resistencia a los
antibioticos en cepas de K. pneumoniae aisladas de un grupo de pacientes hospitalizados y
ambulatorios del Hospital General Regional (HGR) No. 72 y de la clinica 64 de
Tequesquinahuac (Tlalnepantla de Baz). Las cepas fueron identificadas por pruebas
bioquimicas y por PCR (reaccién en cadena de la polimerasa). El fenotipo de resistencia a
los antibiéticos se determind por el método de Kirby-Bauer y los genes de resistencia a los
antibiéticos por PCR de punto final. La mayoria de las cepas fueron aisladas de infecciones
de vias urinarias (23-1%, n=28), faringitis (15.7%, n=19), septicemia (14.9%, n=18) e
infecciones vaginales (6.6%, n=8). El 97.5% (n=118) de las cepas fue resistente a Ampicilina
(AM), 96.7% (n=117) a Carbenicilina (CB), 50.4% (n=61) a Nitrofurantoina (NF) y 49.6%
(n=60) a Cefalotina (CF). La resistencia a Ciprofloxacina (CPF) fue del 42.1% (n=51), 40.5%
(n=49) a Cefotaxima (CFX) y Sulfametoxazol/Trimetoprim (SXT) del 40%(n=48).
Gentamicina (GE) 36% (n=44) y Norfloxacina (NOF) 35% (n=42). Los menores porcentajes
se encontraron para Netilmicina (NET) con 24% (n=29), Cloranfenicol (CL) con 21.5%(n=26)
y Amikacina (AK) con 15%(n=18). La mayoria de las cepas present6 el gen tet(A) con un
71.1% (86/121), blaSHV con un 62.8% (76/121), sul 1 con 60% (72/121), CITM con 57.9%
(70/121), aac(3)-IV con 46.3% (56/121), y aadAl con 36.4% (44/121). Los genes menos
frecuentes fueron dfrAl con un 16.5% (20/121), cmlA con un 13.2% (16/121), cat 1 con
12.4% (15/121), y tet(B) con un 8.3% (10/121).

Los resultados evidenciaron una elevada distribucion del fenotipo y genotipo de resistencia a
los antibidticos, lo que podria complicar el tratamiento médico de los pacientes

hospitalizados.



Introduccién

Caracteristicas generales de Klebsiella pneumoniae

La familia Enterobacteriaceae estd formada por un grupo grande y heterogéneo de bacilos
Gram negativos cuyo habitat natural es el tracto intestinal de humanos y animales. Dentro de
esta familia se encuentran géneros como Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter y
Klebsiella. Las bacterias del género Klebsiella son moviles, anaerobias facultativas, catalasa
positiva, oxidasas negativas y generalmente capsuladas. Fermenta azlcares como lactosa y
sacarosa. La mayoria de las cepas producen gas a partir de la fermentacién de azlcares,
gue es una caracteristica distintiva de estas bacterias. Existen hasta ahora registradas
cuatro especies, las cuales son K. oxytoca, K. terrigena, K. planticola y K. pneumoniae. En
particular, K. pneumoniae forma una clpula mucoide en agar BHI (Brain and Heart infusion)
y forma colonias de color rosa ya que es fermentadora de lactosa en agar MacConkey. En
cuanto a pruebas bioguimicas, es indol negativo, rojo metilo negativo, Voge-Proskauer
positivo, citrato positivo, oxidasa negativa y catalasa positiva. Klebsiella es considerada
como parte de la microbiota natural y como un patégeno oportunista tanto para animales
como humanos. Asimismo, habitan en aguas residuales, agua potable, suelos, aguas
superficiales, efluentes industriales y vegetacion (Bagley, 1985; Brooks et al., 2017; Patel et
al., 2017).

Patologia de K. pneumoniae

K. pneumoniae ocasiona infecciones del tracto urinario, neumonia, septicemia, infecciones
en los recién nacidos y en pacientes ingresados en unidades de cuidados intensivos debido
a la rapida capacidad de propagarse en un entorno hospitalario, provocando asi brotes
nosocomiales (Podschun & Ullman, 1998).

Asi mismo K. pneumoniae es considerada como un patdgeno oportunista del tracto urinario
en pacientes inmunosuprimidos y hospitalizados, el cual ha aumentado en las Ultimas
décadas. K. pneumoniae es una de las principales causas de infecciones urinarias
adquiridas nosocomialmente y con frecuencia prevalece como agente infeccioso en
pacientes con catéteres urinarios. Estas infecciones del tracto urinario asociadas a catéteres
(CAUTI) pueden ocasionar bacteremias, con altas tasas de morbilidad y mortalidad (Stamm,
1991; Ciobotaro et al., 2011; Won, et al., 2011).

La tasa de mortalidad de casos de infecciones del torrente sanguineo (por sus siglas en
inglés BSI; Bloodstream Infections) debido a K. pneumoniae es 20-30%, y la tasa de

mortalidad de la poblacién se estima en 1.3 por cada 100,000 personas en Estados Unidos



(Podschun y Ullmann, 1998; Meatherall et al., 2009). K. pneumoniae es la segunda causa
principal de BSI (bacteremias) causadas por bacterias Gramnegativas, después de E. coli
(Podschun & Ullmann, 1998; Magill et al., 2014). A su vez el cancer es la principal
enfermedad asociada con la bacteremia, la cual es adquirida en el hospital, mientras que la
enfermedad hepatica y la diabetes estdn mas asociada con la bacteremia de K.
pneumoniae, pero adquirida fuera de hospitales (Kang et al., 2006). Por lo que las fuentes
comunes de bacteremias incluyen el tracto urinario, tracto gastrointestinal, catéteres

intravenosos o urinarios y sitios respiratorios (Montgomerie & Ota, 1980).

Factores de virulencia

Existen diferentes factores de virulencia en K. pneumoniae que facilitan la adherencia, la
internalizacién, la multiplicacion y la evasion del sistema inmune durante la infeccion al
hospedero, algunos de estos factores son: capsula, lipopolisacarido (LPS), factores de
adherencia fimbrial, sider6foros (metabolitos secundarios fijadoras de hierro), toxinas, y la
cadena lateral O (endotoxina) (Li et al., 2014; Shakib et al., 2018).

K. pneumoniae produce una capsula que actia como un factor determinante en su virulencia
ya gue estas tienen antigenos que se pueden clasificar en 77 serotipos diferentes. Esta
capsula protege a la bacteria de la fagocitosis por parte de los polimorfonucleares y de los
factores bactericidas séricos (Simoons-Smit et al., 1986). Es desconocido el mecanismo de
K. pneumoniae ante la resistencia a la inmunidad de los factores séricos, las cuales estan
relacionados con la activacion del complemento, aunque hay una posible explicacion la cual
es el enmascaramiento del lipopolisacarido (LPS) de la bacteria gracias a la capsula que
genera, de tal forma que exhibe una estructura que no activa el complemento (Merino et al.,
1992).

La primera etapa en el proceso infeccioso es la adherencia de la bacteria a las células del
hospedero por medio de unas proyecciones proteinicas filamentosas que estan en la
superficie de la bacteria llamadas pilis, de las cuales existen dos tipos que predominan en
Klebsiella, estos son el tipo 1 y el tipo 3 (Przondo-Hessek & Pulveres, 1983; Old et al.,
1985). El tipo 1 esté asociado en la infeccion del tracto urinario, ya que se unen a las células
del tabulo proximal. A su vez son capaces de adherirse a las células del tracto respiratorio,
lo cual puede conducir a una neumonia (Ayars et al., 1982; lwahi et al., 1983; Virkola et al.,
1988). El pili tipo 3 interviene en la adherencia a las células endoteliales y los epitelios tanto
del tracto respiratorio como el del urinario (Hornick et al., 1992; Tarkkanen et al., 1997).

Por otro lado, el hierro es un elemento vital para el desarrollo bacteriano, pero su
disponibilidad en el ambiente del hospedero es muy limitada, aunque varias bacterias son

capaces de obtenerlo produciendo agentes quelantes llamados sideréforos, los cuales son



capaces de tomarlo de las proteinas del propio hospedero. En caso de las enterobacterias,
estas son capaces de sintetizar dos tipos de sideréforos: enterobactinas y aerobactinas.
Otros factores de virulencia que se han descrito también son, la produccion de citotoxinas,
enterotoxinas y hemolisinas (Podschun et al., 1992; Kingsley et al., 1995).

A pesar de que K. pneumoniae es considerada una bacteria no movil, Carabarin y
colaboradores (2016) describieron la presencia de un flagelo polar en una cepa aislada de
un paciente con sepsis neonatal. Este flagelo, que es codificado por los genes fliC (codifica
la flagelina, la principal proteina estructural flagelar), fliA (codifica el factor de transcripcion
flagelar, o 28, el cual es responsable del inicio de la transcripcion de varios genes implicados en
la motilidad y la sintesis flagelar) y flgH, es un nuevo factor de virulencia que incrementa la

eficiencia de colonizar otros nichos anatémicos.

Mecanismo de accion de los antibidticos

Los agentes antimicrobianos se pueden dividir en grupos segun el mecanismo de actividad
antimicrobiana. Los principales grupos son:

Los que inhiben la sintesis de la pared celular, la sintesis de proteinas, la sintesis de acidos
nucleicos, y las vias metabdlicas en las bacterias, ademas de los que despolarizan la

membrana celular. (Cuadrol; Reygaert, 2018).

Cuadro 1. Tipos de antimicrobianos segun el mecanismo de accion (Reygaert, 2018).

Mecanismo de accion Tipos de antimicrobianos Mecanismo de resistencia
Inhiben la sintesis de la pared celular | B-lactamasas e Produccién de b-
_ lactamasas (blaSHV,
Carbapenémicos TEM)
Cefalosporinas e Mutacion de PBPs
(proteinas de union a

Monobactamicos -
penicilina)

Penicilinas : .
e Baja penetracion

Glucopéptidos

Inhiben la sintesis de proteinas Union a la subunidad e Mutacion del sitio de
ribosdmica 30S union en el ribosoma
Aminoglucoésidos e Baja penetracion
Tetraciclinas e Modificacion
enzimatica
(acetilacion,

fosforilacion) aac(3)i-
iv (gentamicina),
aada




(estreptomicina)

Unién a la subunidad
ribosémica 50S

Cloranfenicol
Lincosamidas
Macrdlidos
Oxazolidinonas

Estreptograminas

Modificacién
enzimatica (catl y
cmla)
(acetiltransferasa)

Mutacion del sitio de
unioén en el ribosoma

Inhiben la sintesis de acidos nucleicos

Quinolonas

Fluoroquinolonas

Mutacion de la
subunidad alfa de la
adn girasa (gnr)

Disminucién de la
captacion

Inhiben las vias metabodlicas

Sulfonamidas

Trimetoprim

Sintesis de via
alterna no sensible al
farmaco (sul y dfrA)

Despolarizan la membrana celular

Lipopéptidos

Baja penetracion

Mutacion del
polisacérido

Inhibicién de la sintesis de la pared celular.

La pared celular de las bacterias esta compuesta principalmente de peptidoglicano o

mureina, que estd formada de N-acetil-glucosamina y Acido N-acetilmuramico, que son

laminas compuestas de derivados de azucares, aminoacidos como L-alanina, D-alanina, D-

glutdmico y lisina o &cido diaminopimélico (DAP) (Madigan et al. 2004).

Ciertos antibidticos, como los B-lactamicos, reaccionan con las PBPs (Penicillin binding

proteins), un complejo enzimatico que se sitla en la superficie de los peptidoglucanos que

tienen una alta afinidad por los B-lactamicos uniéndose a las proteinas de union a la

penicilina (PBPs) como sustrato. Estos farmacos son analogos estructurales de acil-D-alanil-




D-alanina que se une al sitio activo de las PBPs durante la reaccion de transpeptidacion. La
reaccion de transpeptidacion es bloqueada por estos antibioticos que inactivan el dominio
transpeptidasa de las PBPs. Los microorganismos mueren al inhibirse especificamente la

biosintesis de peptidoglicanos (Kirmusaoglu et al., 2019).

Inhibicién de la sintesis de proteinas.

Los ribosomas de las bacterias estan formados por dos subunidades: Subunidad menor 30S
y Subunidad mayor 50S, que contienen ARN ribosémico (ARNr 16S en la subunidad menor
30S, y ARNr 5S y ARNr 23S en la subunidad mayor 50S) y varias proteinas llamadas S
(small, en la subunidad 30S) o L (large, en la subunidad 50S). Debido a la estructura del
ribosoma, existen diferentes componentes que pueden ser sitios de union para los
antimicrobianos, por ejemplo, los aminoglucdésidos tienen su sitio de accion en la subunidad
30S, donde se unen a diferentes proteinas S y al ARN 16S, esto bloquea la actividad normal
del complejo de iniciacion e impiden el inicio de la sintesis de proteinas y provocan también
una lectura erronea del ARNm (Calvo & Martinez-Martinez, 2009). También las tetraciclinas
penetran el citoplasma bacteriano y se unen a la subunidad 30S e impiden la continuacién
de la sintesis proteica (Shlaes, 2006). El cloranfenicol impide el ensamblaje de los aminoacil-
ARNt (Acido Ribonucleico de Transferencia), un complejo que transporta los aminoécidos al

ribosoma, inhibiendo la formacién del enlace peptidico (Auerbach et al., 2004).

Inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos.

El genoma bacteriano tiene informacién guardada para realizar la sintesis de proteinas. Los
procesos implicados para la trasmision de la informacion genética se dividen en tres fases,
comienza con la replicacion, donde el ADN al ser una cadena de doble hélice, necesita ser
separada y duplicada, produciendo asi una nueva cadena complementaria a cada una de
las cadenas molde. Posteriormente durante la transcripcion la informacion se transmite a
través del ARN mensajero (ARNm), que es producido a partir de la cadena molde de ADN y
finalmente esta la traduccién en donde se necesita un codén (secuencia de tres nucledtidos
del ARNm), para transportar un solo aminoacido. Una secuencia especifica de aminoacidos
se traduce en una proteina por medio de los ribosomas (Brooks, et al., 2013). La replicacion
y la transcripcién del ADN se realiza en varias fases con la participacion de diferentes
enzimas, sustratos y el ADN molde, que son dianas para la accion de diversos antibioticos.
Dentro de este grupo incluimos las rifampicinas y las quinolonas que actdan en enzimas que
participan en los procesos de transcripcion y replicacién, y los nitroimidazoles y nitrofuranos

gue actuan directamente sobre el ADN, dafiandolo (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).



Inhibicién de las vias metabdlicas

Las rutas metabdlicas son catabolizadas por enzimas que son activadas por sustratos. Los
farmacos pueden inhibir la sintesis de los compuestos metabdlicos, por lo que los farmacos
gue son analogos estructurales de sustratos actGan como sustratos de las enzimas
utilizadas durante el metabolismo. El acido para-aminobenzoico (PABA) es un sustrato para
la sintesis de acido félico que es una coenzima en las reacciones de sintesis de purinas,
pirimidinas y aminoacidos. El sulfametoxazol es una sulfonamida que muestra una analogia
estructural con PABA, la cual bloquea la reaccion que sintetiza acido dihidrofélico (DHF) a
partir de PABA, mientras que la trimetoprima, que es una sulfonamida, muestra una analogia
estructural con el &c. dihidrofélico (DHF) bloquea la reaccion que sintetiza acido
tetrahidrofolico (THF) a partir del &c. dihidrofélico (DHF). También el trimetoprim junto con el
sulfametoxazol bloquean distintos pasos de la sintesis de precursores de ADN y ARN y de
proteinas (Tortora et al. 2015).

Despolarizacion de la membrana celular

La membrana plasmatica de un microorganismo que tiene permeabilidad selectiva participa
en los procesos de difusién y transporte activo de moléculas. El contenido citoplasmatico y el
gradiente, asi como las micro y macromoléculas y los iones, se controlan mediante este
transporte activo a través de proteinas transportadoras integrales, por lo que la membrana
celular controla la composicién del medio interno de la célula. Cuando los antimicrobianos
alteran la permeabilidad selectiva de la membrana, los gradientes de iones celulares
cambian, lo que provoca la salida de iones o la entrada en exceso de otros. Esto provoca
alteraciones del metabolismo de la bacteria, por lo que el organismo sufre dafio celular y
muere (Calvo & Martinez-Martinez, 2009; Brooks, et al., 2013).

Las membranas plasmaticas de las bacterias estan formadas por 4cidos grasos que pueden
sintetizarse en la célula o tomarse del medio ambiente. El sitio de objetivo de los
antimicrobianos son los pasos metabdlicos de la sintesis de acidos grasos y los fosfolipidos,
por ejemplo, la polimixina B que tiene péptidos de tipo anfipatico que tienen grupos lipofilicos
e hidrofilicos rompe la fosfatidiletanolamina de la membrana. La valinomicina, que es un
ionoforo, altera el potencial de la membrana celular que contribuye a la fosforilacion
oxidativa al formar poros en la membrana celular. La daptomicina, anfotericina B, colistina,
imidazoles y triazoles también actian como inhibidores de la membrana celular (Tortora et
al. 2015; Brooks, et al., 2013)



Mecanismos de resistencia a los antibi6ticos

La aparicion de bacterias que presentan el fenotipo de multirresistencia a diferentes grupos
antibioticos ha dificultado su tratamiento (da Silva et al., 2012). El uso indiscriminado de los
antibioticos, tanto para humanos, como animales y plantas, ha ocasionado con el tiempo la
seleccion de bacterias resistentes a los antimicrobianos, situacion que se agudiza en los
hospitales, donde las cepas multirresistentes a los antimicrobianos son consideradas a nivel
mundial un serio problema de salud, que incrementa la mortalidad y morbilidad de los
pacientes hospitalizados (van Dorp et al., 2019; Organizaciéon Mundial de la Salud, 2018).

Debido a que la respuesta bacteriana ante los antibiéticos es causada por la gran plasticidad
genética que presentan, esto desencadena estrategias genéticas para adaptarse:
mutaciones en genes asociados a menudo con el mecanismo de accion contra el antibiotico

y la adquisicion de ADN por la transferencia horizontal de genes (Munita & Arias, 2016).

Transferencia Horizontal de genes

A su vez, la adquisicion de material de ADN extrafio a través de la transferencia horizontal
de genes es responsable del desarrollo de la resistencia a los antimicrobianos, siendo asi un
caso importante de evolucion bacteriana. Normalmente las bacterias adquieren material
genético externo a través de tres estrategias: transformacion, donde se incorpora ADN de
bacterias muertas que se encuentra en el exterior; transduccién, mediada por bacteriéfagos
y la conjugacion, mecanismo por el cual se transfiere ADN entre bacterias a través del pili

sexual (Manson et al., 2010).

Mutaciones

Las bacterias susceptibles a un antibiético o a varios, pueden seleccionarse como
resistentes debido a mutaciones puntuales en genes diana, de esta manera el sitio mutado
de unioén para un antibiético en particular impide la unién del farmaco, lo que resulta en la
supervivencia bacteriana ante la presencia del antimicrobiano. Una vez que sobrevive una
bacteria resistente, el antibiético elimina la poblacion susceptible y predominan las bacterias
resistentes. Las mutaciones que producen resistencia a los antimicrobianos normalmente
alteran la accién del antibiético por medio de los siguientes mecanismos: modificaciones de
los sitios diana antimicrobiano, disminucion en la absorcion del farmaco, activacion de
mecanismos para expulsar la molécula, o cambios en rutas metabdlicas. (Munita & Arias,
2016).



Existen siete mecanismos de resistencia en bacterias Gramnegativas, estos mecanismos
incluyen: 1) Pérdida de porinas, que reduce el movimiento del farmaco a través de la
membrana celular; 2) Bombas de eflujo transmembrana, que expulsa el farmaco de la
bacteria antes de que pueda tener efecto; 3) Presencia de enzimas modificadoras de
antibioticos, que hacen que el antibiético sea incapaz de interactuar con su objetivo; 4)
Mutaciones del sitio objetivo, que evitan que el antibidtico se una a su sitio de accién; 5)
Mutaciones o modificaciones ribosdmicas, que evitan que el antibiético se una e inhiba la
sintesis de proteinas; 7) Mecanismos de derivacion metabdlica, que utilizan una enzima

resistente alternativa para evitar el efecto inhibidor del antibi6tico (Peleg & Hooper, 2010).

o Perdida de porinas

La membrana externa de las bacterias Gramnegativas, que esta conformada por una bicapa
asimétrica de fosfolipidos y lipopolisacaridos (LPS), desempefia el papel crucial de
proporcionar una capa adicional de proteccién al organismo sin comprometer el intercambio
de material necesario para mantener la vida. La membrana externa actia como una barrera
selectiva. Por lo que, tienen un gran impacto en la susceptibilidad del microorganismo a los
antibiéticos (Delcour, 2009). Las mutaciones que afectan la expresion y / o funcion de las
porinas (conjunto de proteinas) tienen un impacto directo sobre la susceptibilidad de las
bacterias a los antimicrobianos. Estas mutaciones pueden tener diferentes efectos, como la
pérdida de porinas, estos cambios dan como resultado una difusion limitada y
sustancialmente mas lenta del antimicrobiano en la célula y, en consecuencia, una reduccién
de la destruccién de bacterias. En particular, las mutaciones relacionadas con las porinas
pueden influir importantemente en la resistencia a [-lactAmicos, fluoroquinolonas,

tetraciclina y cloranfenicol (Fernandez & Hancock, 2012).

e Bombas de eflujo

Las bombas de eflujo son proteinas de membrana que mantienen las concentraciones
intracelulares de la célula en equilibrio, a su vez son un método de resistencia bacteriana en
donde las bombas de eflujo permiten que los microorganismos regulen su entorno interno
mediante la eliminacién de sustancias toxicas, incluidos agentes antimicrobianos en la que
exportan o bombean los antibiéticos fuera de la bacteria (Pearson et al. 1999 & Dzidic et al.
2008). Estas bombas estan presentes en la membrana citoplasmica y a diferencia de las
porinas, que estan presentes en la membrana externa, los antibiéticos de todas las clases,
excepto la polimixina, son susceptibles a la activacion de los sistemas de eflujo (Lambert,

2002). La mayoria de ellos son transportadores de mdltiples farmacos que son capaces de
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bombear una amplia gama de antibiéticos (macrolidos, tetraciclinas y fluroquinolonas)
(Dzidic et al., 2008).

¢ Enzimas modificadoras de antibioticos

Existen tres enzimas principales que inactivan antibidticos: B-lactamasas, enzimas
modificadoras de aminoglucésidos (AME) y cloranfenicol acetiltransferasa (AAC) (Dockrell et
al., 2004).

o PB-lactamasas
Las B-lactamasas hidrolizan casi todas las B-lactamas que tienen enlaces éster y amida, por
ejemplo, las penicilinas, cefalosporinas, monobactamas y carbapenémicos (Alekshun &
Levy, 2007). Hidrolizan la unién peptidica endociclica del anillo betalactdmico. Este es uno
de los mecanismo mas comunes y frecuentes de resistencia a los antibiéticos y su vez
presentan constantes mutaciones por lo que provoca la expresion de las B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) (Moreno et al., 2009).

o Enzimas modificadoras de aminoglucésidos.
Estas enzimas modificadoras de aminoglucésidos se unen al radical fosfato, adenilo o
acetilo de la molécula del antibiético y, por lo tanto, disminuyen la afinidad del antibiético y
asi impiden la unién a la subunidad menor ribosémica 30S (Llano-Sotelo et al., 2002).

o Cloranfenicol-acetil-transferasas

La enzima acetila los grupos hidroxilo del cloranfenicol. El cloranfenicol modificado no puede

unirse correctamente a la subunidad mayor 50S ribosomal (Tolmasky, 2000).

¢ Modificacién del sitio del objetivo

Otra estrategia es evitar la accion del antibiotico con el sitio de objetivo, esto debido a alguna
mutacion espontanea de un gen en el cromosoma. Debido a que la interaccion del
antibidtico con la molécula diana es generalmente especifica, una minima alteracién en el
sitio de objetivo, puede afectar la union del antibiético. Por lo que las bacterias han
desarrollado diferentes tacticas (Kapoor et al., 2017).

La modificacion del sitio activo es uno de los mecanismos mas comunes de resistencia a los
antibiéticos en patégenos bacterianos que afectan a casi todas las familias de compuestos
antimicrobianos. Estos cambios de diana pueden consistir en 1) mutaciones puntuales en los
genes que codifican el sitio diana, 2) alteraciones enzimaticas del sitio de unién (por
ejemplo, adicion de grupos metilo), 3) reemplazo o desvio de la diana original (Munita &
Arias, 2016).
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e Mutaciones o modificaciones ribosémicas

El ribosoma es el eje central de la produccién de proteinas dentro de la célula. Esta formado
por ARN ribosémico (ARNr) y proteinas, el ribosoma bacteriano estd integrado por una
subunidad grande 50S y una pequefia 30S (Lin et al., 2018). La modificacién del ribosoma
es una de las formas mas directas de resistencia a los antibioticos. Las bacterias a menudo
emplean la metiltransferasa para metilar la subunidad grande 23S o la pequefia subunidad
16S del ARNr (Weisblum, 1995; Doi et al., 2016). A través de esta metilacién, se previenen
las interacciones que los antibidticos producen con cualquiera de estos ARNr y se inhibe la
actividad del farmaco. Aunque la modificacién del ribosoma es eficaz para prevenir la unién
de antibioticos, no necesariamente est4 exenta de limitaciones ya que algunas
modificaciones ribosémicas alteran la traduccién (Gupta et al.,, 2013). Por ejemplo, las
mutaciones en la proteina S12 de la subunidad ribosémica 30S inducen resistencia a
antibiéticos como la paromomicina y la estreptomicina, pero S12 juega un papel importante
para asegurar que se forme el triplete correcto de coddn-anticodén durante la codificacion de
la proteina (Traub & Nomura, 1968; Funatsu et al., 1972).

e Mecanismos de derivacién metabdlica.

Las bacterias producen un mecanismo alternativo (generalmente una enzima) que es
resistente a la inhibicién del antibiético. Al mismo tiempo, las bacterias también desarrollan
un mecanismo nativo, que es sensible a los antibidticos. El mecanismo alternativo permite
gue las bacterias sobrevivan adoptando el papel de una proteina nativa. La resistencia a
trimetoprim y sulfonamidas es causada por la reduccién de la sensibilidad y afinidad de las
enzimas alteradas dihidropteroato sintetasa (DHPS) y dihidropteroato reductasa (DHFR) al

trimetoprim y sulfonamidas (Mayer et al., 1995; Jacoby & Munoz-Price, 2005).
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Antecedentes

Recientemente en Brasil se encontr6 que el 84% (21/25) de cepas de K. pneumoniae
aisladas de pacientes del &rea de cuidados intensivos (UCI) entre enero de 2014 y mayo de
2015 se clasificaron como resistentes a multiples farmacos (MDR) con elevada resistencia a
beta-lactamicos, aminoglucésidos, quinolonas, tigeciclina y colistina. El origen de esas cepas
se obtuvo con un hisopo rectal (n= 14), aspirado traqueal (n= 4), orina (n= 1), liquido
cefalorraquideo (n= 1), herida (n= 1), esputo (n= 1), absceso (n= 1), drenaje quirdrgico (n=

1) y punta del catéter (n= 1). (Ferreira, et al., 2019).

Mientras que Dehshiri y colaboradores (2018) realizaron un estudio en el Laboratorio de
Microbiologia de la Universidad de Ciencias Médicas de Yasuj en Iran, que se llevo a cabo
entre octubre de 2014 y agosto de 2015 donde se obtuvieron muestras de orina de
pacientes confirmados con Infeccién de vias urinarias provenientes de tres laboratorios de la
ciudad. El objetivo del estudio fue investigar la frecuencia de genes que codifican K.
pneumoniae para las enzimas betalactamasas de espectro extendido (BLEE). Describieron
gue a partir de 198 cepas de K. pneumoniae, aisladas de urocultivos, el 27.5% (54/198) fue
resistente a cotrimoxazol, 15.5% (31/198) a cefotaxima, y 12.5% (25/198) a ceftazidina y
ceftriaxona, &cido nalidixico 9% (18/199), amikacina, imipenem 1% (2/198) y meropenem 0%
0/198. Los genes encontrados fueron SHV-1 (betalactamasa) en 53/198 (85,5%), seguido
del mayor al menor CTXM-3 (Cefotaxima betalactamasa 3) en 35/198 (56,5%), CTXM-1
(Cefotaxima betalactamasa 1) en 17/198 (27,4%), TEM-1 (Temoneira betalactamasal) en
10/198 (16,1%) y CTXM-2 (Cefotaxima betalactamasa 2) en 8/198 (8,1%)

Mbelle 'y colaboradores (2020), realizaron un estudio con 42cepas deK.
pneumoniae multirresistentes, aisladas de orina (n= 14), sangre (n= 13), pus/hisopo y otras
fuentes (n=7), esputo (n=5) y de origen desconocido (n= 3) de pacientes ingresados en dos
hospitales durante un periodo de cuatro meses de septiembre a diciembre de 2013 en
Pretoria, Sudéfrica, describieron que varios genes de resistencia estaban presentes en las
cepas. Muchas cepas tuvieron por lo menos dos genes de [-lactamasas,
el gen blaTEM (Temoneira betalactamasa) estuvo presente en 41/42
(97.6%), blaOXA (Oxaxilina betalactamasa) en 36/42 (85.7%) cepas y blaSHV (Sulfihidrilo
betalactamasa) en 35/42 (83.3%). Dentro de los genes de resistencia a quinolonas, el mas
frecuente fue aac (6 ')-Ib-cr (quinolona) en 38/42 (90%), seguido de gnrB (quinolona) en
20/42 (47.6%), gnrA (quinolona) en 6/42 (14,3%) y gnrS (quinolona) en 5/42 (11,9%).

Soge y colaboradores (2006) estudiaron 17 plasmidos de Klebsiella pneumoniae positivos

para CTX-M (Cefotaxima betalactamasa) en pacientes de comunidades de Nigeria con
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infecciones en el tracto urinario. Para detectar genes de resistencia realizaron la técnica de
hibridacion ADN-ADN vy para verificar los genes encontrados en la anterior técnica utilizaron
la hibridacién de los productos de PCR utilizando sondas internas marcadas con °2P.
Encontraron que los pladsmidos portaban los siguientes genes: aac (6')-Ib (resistencia a los
aminoglucésidos) que incluia aac (6)-lb-cr (resistencia a los aminoglucésidos-
fluoroquinolonas), aadA2 (resistencia a aminoglucdésidos), erm (B) (resistencia a macrélido-
lincosamida-estreptogramina B), blaTEM-1 (resistencia a ampicilina), tet(A) (resistencia a
tetraciclina), sull (resistencia a sulfonamidas), dfr (resistencia a trimetoprim), 11/17 (65%)
plasmidos transportaron el gen mph(A) (resistencia a macrélidos), 7/17 (41%) plasmidos
portaban el gen gnrB1 (resistencia a quinolonas de bajo nivel) y 4/17 (24%) plasmidos

portaban multiples genes cat como catA2, y catA3 (resistencia al cloranfenicol).

Justificacién

Debido a la creciente aparicion y propagacion de cepas de Klebsiella pneumoniae
multirresistentes a los antibiéticos en los hospitales, aunado a que no se ha estudiado el
genotipo de resistencia a los antibidticos en K. pneumoniae en México, el presente estudio
contribuird a determinar la frecuencia de los genes de resistencia a los antibiéticos en cepas

clinicas de K. pneumoniae.
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Objetivos

General

-Determinar la frecuencia de los genes de resistencia a los antibiéticos Estreptomicina
(aadAl), Gentamicina (aac(3)-1V), Sulfonamida (sull), Betalactamicos (blaSHV, y CITM),
Cloranfenicol (cmlA, y catl), Tetraciclina (tet(A), tet(B)), Trimetoprim (dfrAl) y Quinolonas

(gnn)] en cepas clinicas de K. pneumoniae.

Particulares

- Identificar la frecuencia de K. pneumoniae en las infecciones de los pacientes
- Determinar el fenotipo de resistencia a los antibiéticos por el método de difusién en placa

(Kirby- Bauer) en las cepas de K. pneumoniae.
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Material y Métodos.

Origen de las cepas

Las cepas fueron aisladas de un grupo de pacientes hospitalizados y ambulatorios del
Hospital General Regional (HGR) No. 72 y de la clinica 64 de Tequesquinahuac
(Tlalnepantla de Baz) con diferentes infecciones (neumonia, heridas quirdrgicas, infecciones
de vias urinarias, etc.). Adicionalmente se obtuvo informacion, como edad, género, folio,
diagnostico, origen de la muestra. Las cepas crecidas en agar MacConKey fueron
transportadas al Laboratorio de Andlisis Clinicos, CUSI, FES Iztacala, UNAM y se
sembraron en agar Mueller Hinton (MH) con un asa estéril y se incubaron a 37 °C por 72 h.

Pruebas bioguimicas

A partir del crecimiento bacteriano, se tomo6 una colonia con morfologia tipica de Klebsiella
spp. con un asa estéril para la identificacién por las pruebas bacteriologicas estandar como:
Kligler (glucosa y lactosa), sacarosa, manitol, SIM (acido sulfhidrico, indol y movilidad),

citrato y urea.

Determinacion del fenotipo de resistencia a los antibi6ticos por el método de Kirby-Bauer

Se tomaron 5 colonias de cada cepa mediante un hisopo estéril y se inocularon sobre toda la
superficie de las placas de agar MH (Mueller Hinton). Al término con una pinza estéril se
tomd un sensidisco que contiene los doce antibiéticos (BIO-RAD); AM: ampicilina, CB:
carbenicilina, CF: cefalotina, CFX: cefotaxima, CPF: ciprofloxacina, CL: cloranfenicol, NF:
nitrofurantoina, AK: amikacina, GE: gentamicina, NET: netilmicina, NOF: norfloxacina, SXT:
sulfametoxazol) y se colocaron sobre el tapiz bacteriano en el agar MH; se incubaron las
cajas 24 horas a 37°C donde el antimicrobiano se difundié formando un gradiente de
concentracion, que inhibi6 o permiti6 el crecimiento de la bacteria. Dependiendo del
diametro del halo de inhibicién (el cual se midi6 con un vernier) las cepas se clasificaron
como susceptibles (S) o resistentes (R), conforme a las recomendaciones del fabricante

respecto a los puntos de corte.
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Extraccion de DNA

Las cepas de K. pneumoniae se sembraron en agar Mueller Hinton (MH), y se tomaron
varias colonias con un asa estéril y se depositaron en un tubo con tapon de rosca de 16x150
que contenia 2 mL de agua desionizada estéril. El indculo se agité en un vortex por 30 seg y
se llevo a ebullicion durante 20 min. Al término la muestra se coloc6 en hielo por 10 min. y
se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 min. El sobrenadante que contiene el DNA se
transfirio a un tubo eppendorf estéril y se guardo6 a -20 °C hasta su utilizacion.

Identificacion de Klebsiella pneumoniae por PCR

K. pneumoniae se identific6 por PCR convencional basado en el espaciador interno
transcrito 16S—-23S (Liu et al., 2008) utilizando los siguientes oligonucleotidos:

K. pneumoniae Pf ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT y K. pneumoniae Prl
TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC. El tamafio del amplicon fue de 130 pb. Para lo cual en
un tubo eppendorf de 200 microlitros se agregé 1 microlitro de cada oligonucleétido (Forward
y Reverse; 10 pmol), 6 microlitros del kit Kapa Taq Ready Mix de PCR, 4 microlitros de agua
libre de nucleasas y 3 microlitros de DNA molde, para un volumen final de 15 microlitros. Las
condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial de 5 min. a 95
°C, 40 ciclos (desnaturalizacién por 30 seg. a 94 °C, alineaciéon por 30 seg. a 55 °C y
extension de 1 min. a 72 °C). Finalmente, la extensién se prolong6 por 10 minutos a 72 °C.
Posteriormente los productos de PCR se sometieron a una electroforesis en geles de

agarosa al 2% para observar su presencia o ausencia.

Andlisis de los amplicones por electroforesis en gel de agarosa

Se prepar6 una solucion stock concentrada 10X de Tris-borato (TBE) que contenia: 108 gr.
Tris base, 40 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0), 55 gr. de acido borico y se aforé a 1 L con agua
destilada. Para llevar a cabo la electroforesis se necesité de TBE 1X por lo que la solucion
stock se diluy6 1:10 hasta tener una concentracion 10x. Posteriormente se preparo el gel de
agarosa al 2%, por lo que se peso 2 gr. de agarosa y se deposité en 100 mL de TBE 10X
para ser fundida hasta quedar una solucién transparente. Después se agreg6 0.7 microlitros
de Midori Green (reactivo fluorescente) por cada 100 mL de agarosa. La agarosa se
depositd en un contenedor que contenia un peine para que se formaran los pozos. Una vez
gelificada la agarosa se retird el peine y el gel se introdujo a la camara de electroforesis

junto con el TBE 10X hasta cubrir el gel. Se colocaron 5 microlitros de los amplicones de
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PCR en los pozos y 1 microlitro del marcador de peso molecular (100 pb). Las condiciones

para correr el gel fueron: 120 volts, 94 mA durante 45 min.

Identificacion por PCR de los genes gque codifican resistencia a los antibioticos en las cepas

de K. pneumoniae

Con el proposito de identificar los genes de resistencia a los antibioticos pertenecientes a los
grupos de aminoglucosidos, sulfonamidas, betalactdmicos, cloranfenicol, trimetoprim y
quinolonas que se probaron por el método de Kirby-Bauer, dichos genes fueron
seleccionados para su identificacion, ademas de los genes de resistencia a las tetraciclinas

dada la poca efectividad de estos antibiéticos en la practica médica de administracion.

Para la identificacién de los genes de resistencia a tetraciclina [tet (A) y tet(B)], en un tubo
eppendorf se agregd 1 microlitro de cada oligonucleétido (Forward y Reverse; 10 pmol,
cuadro 2), 6 microlitros del kit Kapa Taq Ready Mix, 4 microlitros de agua libre de nucleasas
y 3 microlitros de DNA molde, para un volumen final de 15 microlitros. Las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial de 7 min. a 95 °C, 30 ciclos
(desnaturalizacion por 30 seg. a 95 °C, alineacion por 30 seg. a 56 °C y extensién de 30
min. a 72 °C). Finalmente, la extension se prolong6 por 10 minutos a 72 °C (Randall et al.,
2004).

Para la identificacion por separado de los genes de resistencia a trimetoprim [dfrAl] y
quinolonas [gnr], en un tubo eppendorf se agregé 1 microlitro de cada oligonucleétido
(Forward y Reverse; 10 pmol, cuadro 2), 6 microlitros del kit Kapa Tag Ready Mix, 4
microlitros de agua libre de nucleasas y 3 microlitros de DNA molde, para un volumen final
de 15 microlitros. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizaciéon
inicial de 5 min. a 95 °C, 30 ciclos (desnaturalizacion por 30 seg. a 92 °C, alineacién por 30
seg. a 50 °C y extension de 1 min. a 72 °C). Finalmente, la extensién se prolongé por 10
minutos a 72 °C (Toro et al., 2005).

Para identificar el gen de resistencia a Gentamicina [aac(3)-1V], en un tubo eppendorf se
agreg6é 1 microlitro de cada oligonucleétido (Forward y Reverse; 10 pmol, cuadro 2), 6
microlitros del kit Kapa Taq Ready Mix, 4 microlitros de agua libre de nucleasas y 3
microlitros de DNA molde, con un volumen final de 15 microlitros. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion inicial de 5 min. a 94 °C, 30 ciclos
(desnaturalizacion por 30 seg. a 94 °C, alineacion por 30 seg. a 50 °C y extension de 1 min.
a 72 °C). Finalmente, la extensién se prolongé por 10 minutos a 72 °C (Mammeri et al.,
2005).
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Para identificar por separado los genes de resistencia a Estreptomicina [aadAl],

Sulfonamida [sull], Beta-lactamasas [blaSHV, CITM], y Cloranfenicol [cmIA, catl], en un

tubo eppendorf se agregd 1 microlitro de cada oligonucle6tido (Forward y Reverse 10 pmol,

cuadro 2), 6 microlitros del kit Kapa Taq Ready Mix, 4 microlitros de agua libre de nucleasas

y 3 microlitros de DNA molde, para un volumen final de 15 microlitros. Las condiciones de

amplificacién fueron las siguientes: desnaturalizacién inicial de 15 min. a 95 °C, 30 ciclos

(desnaturalizaciéon por 30 seg. a 94 °C, alineacion por 30 seg. a 58 °C y extensiéon de 1 min.

a 72 °C). Finalmente, la extensién se prolong6 por 10 minutos a 72 °C (Van et al., 2008).

Los amplicones se visualizaron por electroforesis en agarosa al 2% con condiciones de

corrimiento de 120 V, 94mA por 45 min.

Cuadro 2. Oligonucledtidos utilizados para amplificar los genes de resistencia a los

antibiéticos en las cepas de K. pneumoniae

Antibiotico Gen Secuencia del oligonucleétido (5°-3") Tamafios de los amplicones (pb)
aadAl (F) TATCCAGCTAAGCGCGAACT
Estreptomicina 447
(R) ATTTGCCGACTACCTTGGTC
aac(3)IV (F) CTTCAGGATGGCAAGTTGGT
Gentamicina 286
(R) TCATCTCGTTCTCCGCTCAT
sul | (F) TTCGGCATTCTGAATCTCAC
Sulfonamida 822
(R) ATGATCTAACCCTCGGTCTC
blaSHV (F) TCGCCTGTGTATTATCTCCC
Beta-lactamico 768
(R) CGCAGATAAATCACCACAATG
CITM (F) TGGCCAGAACTGACAGGCAAA
462
(R) TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
catl (F) AGTTGCTCAATGTACCTATAACC
Cloranfenicol 547
(R) TTGTAATTCATTAAGCATTCTGCC
cmlA (F) CCGCCACGGTGTTGTTGTTATC

(R) CACCTTGCCTGCCCATCATTAG

698
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tet(A) (F) GGTTCACTCGAACGACGTCA

Tetraciclina 577
(R) CTGTCCGACAAGTTGCATGA

tet(B) (F) CCTCAGCTTCTCAACGCGTG
634
(R) GCACCTTGCTGATGACTCTT
Trimetoprim dfrAl (F) GGAGTGCCAAAGGTGAACAGC
367
(R) GCACCTTGCTGATGACTCTT
Quinolonas qnr (F) GGGTATGGATATTATTGATAAAG
670

(R) CTAATCCGGCAGCACTATTTA

Analisis y Resultados

Pacientes estudiados

Se analizaron 121 pacientes infectados con K. pneumoniae. La mayoria de los pacientes
fueron mujeres con el 53% (n=64), y el 40% (n=49) hombres. No fue posible establecer el
sexo del 7% (n=8) restante de los pacientes (Gréfica 1).

Sexo de los pacientes

O, 7%

Graéfica 1. Porcentaje del sexo de los pacientes estudiados. Rojo-Femenino, Verde-

Masculino y Azul-Desconocido.
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En la Grafica 2 se observa la edad de los pacientes. El rango de edad mas frecuente se
encontré en el intervalo de 20-39 afios con el 29% (n=35), seguido del rango de 40-59 afos
con el 25%(n=30), de 0-19 afos con el 23% (n=28), de 60-79 afos con el 16.5% (n=20), de
80-99 afios con el 1.6% (n=2) y por ultimo los pacientes con edad desconocida con 4.9%
(n=6).

Edad de los pacientes
0-19 23% (n=28)
20-39 [ 29% (n=35)
40-59 [ 259 (n=30)

60-79 16-5% (n=20)

Rango de edad (afios)

80-99 I 1.6% (n=2)

pescoNociDO [ 2.9% (n=6)

0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35%
Porcentaje (No. de pacientes)

Grafica 2. Porcentaje de los rangos de edad de los pacientes estudiados.

Origen de las muestras

De los 121 pacientes infectados con K. pneumoniae el 29.8% (n= 36) de las muestras fue
obtenida de exudados faringeos y la misma cantidad (29.8%) para los urocultivos. El 12.4%
(n=15) fue obtenida de hemocultivos, 9.1% (n= 11) de exudados vaginales, 2.5% (n=3) fue
obtenido por exudado nasal, expectoracion y catéter, el 1.6% (n=2) por exudado de herida y
Ulcera. Por udltimo, con un 0.8% (n=1) se encuentran las muestras por coprocultivo, exudado
uretral, lavado bronquial y cultivo de secrecién. No fue posible identificar el origen del 5%

(n=6) de las muestras (Cuadro 3.).
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Cuadro 3. Origen de las muestras obtenidas de los pacientes.
No. de pacientes Porcentaje

Tipo de muestra N=121 %
Catéter 3 25
Coprocultivo 1 0.8
Expectoracion 3 25
Exudado de herida 2 1.6
Exudado faringeo 36 29.8
Exudado nasal 3 25
Exudado uretral 1 0.8
Exudado vaginal 11 9.1
Hemocultivo 15 12.4
Lavado bronquial 1 0.8
Secrecién 1 0.8
Ulcera 2 1.6
Urocultivo 36 20.8
Desconocido 6 5.0

Diagnéstico de los pacientes

De acuerdo a los registros proporcionados (Gréafica 3) se obtuvo que, en su mayoria, los
pacientes fueron diagnosticados con infeccion de vias urinarias (23.1%, n=28), faringitis
(15.7%, n=19 y septicemia con un 14.9%(n=18), seguido de infeccion vaginal y diagnéstico
desconocido con un 6.6% (n=8), ambas. Rinitis con un 5% (n=6), un 3.3% (n=4) de los
pacientes fueron diagnosticado con embarazo, un 2.5% (n=3) con Ulcera y diabetes y el
1.7% (n=2), tos, pulmonia, faringoamigdalitis. Por ultimo, un 0.8% (n=1) presentd psoriasis
guttata, osteoartritis, neumonia, infeccibn de absceso vascular, impotencia sexual,
hipertension arterial, herida quirdrgica, fiebre, estenosis, enterocolitis, reflujo, DIU traslocado,
dermatitis alérgica, demencia/Alzheimer, colitis pseudomembranosa, bronquitis, ampuloma y

amenaorrea.
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Diagéstico de los pacientes

ULCERA 2.5% (n=3)
TOS 1.7% (n=2)
SEPTICEMIA 14.9% (n=18)
RINITIS 5.0% (n=6)
PULMONIA 1.7% (n=2)
PSORIASIS GUTTATA 0.8% (n=1)

OSTEOARTRITIS == 0.8% (n=1)
NEUMONIA == 0.8% (n=1)
1V U —— 73 1% (n=28)

INFECCION VAGINAL s 660 (N=8)
INFECCION ABSCESO VASCULAR mm (.8% (n=1)
IMPOTENCIA SEXUAL == 0.8% (n=1)
HIPERTENCION ARTERIAL 0.8% (n=1)
HERIDA QUIRUGICA 0.8% (n=1)
FIEBRE m= 0.8% (n=1)

FARINGOAMIGDALITIS 1.7% (n=2)
FARINGITIS e 15.7% (n=19)
ESTENOSIS == 0.8% (n=1)
ENTEROCOLITIS mm (.8% (n=1)
ENF. DEL REFLUJO mm (.8% (n=1)
EMBARAZO = 3.3% (n=4)
DIU TRASLOCADO mm (.8% (n=1)
DIABETES mmmmmmm 2 50 (n=3)

DERMATITIS ALERGICA == (0.8% (n=1)
DEMENCIA/ ALZHEMER 0.8% (n=1)
COLITIS PSUDOMEMBRANOSA == (.8% (n=1)
BRONQUITIS == 0.8% (n=1)
AMPULOMA 0.8% (n=1)
AMENORREA == (0.8% (n=1)

DESCONOCIDO = (.69 (N=8)

0.0% 5.0% 10.0% 15.0% 20.0% 25.0%
Porcentaje de pacientes

Diagnostico

Gréfica 3. Diagnosticos de los pacientes estudiados.

Fenotipo de resistencia a los antibiéticos

Por el método de Kirby-Bauer se observo que el 97.5% (n=118) de las cepas fue resistente a
Ampicilina (AM), 96.7% (n=117) a Carbenicilina (CB), 50.4% (n=61) a Nitrofurantoina (NF) y
49.6% (n=60) a Cefalotina (CF). La resistencia a Ciprofloxacina (CPF) fue del 42.1% (n=51),
40.5% (n=49) a Cefotaxima (CFX) y Sulfametoxazol/Trimetoprim (SXT) del 40%(n=48).
Gentamicina (GE) 36% (n=44) y Norfloxacina (NOF) 35% (n=42). Los menores porcentajes
se encontraron para Netilmicina (NET) con 24% (n=29), Cloranfenicol (CL) con 21.5%(n=26)
y Amikacina (AK) con 15%(n=18). (Gréfica 4)
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Resistencia a los antibioticos

SXT IS 10 (n=48)

NOF I 3506 (N=42)

NET HESSS— 24 (n=29)

GE I 360 (N=44)

AK I 15% (n=18)

NF N 5046 (N=61)

cL 21.5% (n=26)

CPF I 42.1% (n=51)

CFX IS (.5% (n=49)

CF 49.6% (n=60)

CB I 0679 (n=117)
AM I 0750 (n=118)

Antibiodticos

0.0% 20.0% 40.0% 60.0% 80.0% 100.0% 120.0%
Porcentaje de pacientes

Grafica 4. Porcentaje de pacientes que fueron resistentes a los antibiéticos: (SXT)
Sulfametoxazol y Trimetoprim, (NOF) Norfloxacina, (NET) Netilmicina, (GE) Gentamicina,
(AK) Amikacina, (NF) Nitrofurantoina, (CL) Cloranfenicol, (CPF) Ciprofloxacina, (CFX)
Cefotaxima, (CF) Cefalotina, (CB) Carbenicilina, y (AM) Ampicilina.

Identificacion por PCR de los genes que codifican resistencia a los antibiéticos en las

cepas de K. pneumoniae.

Como se muestra en el Cuadro 4, la mayoria de las cepas presentd el gen tet(A)
(tetraciclina) con un 71.1% (86/121), blaSHV (betalactdmico) con un 62.8% (76/121), sul 1
(sulfonamida) con 60% (72/121), CITM (betalactdmico) con 57.9% (70/121), aac(3)-1V
(gentamicina) con 46.3% (56/121), y aadAl (estreptomicina) con 36.4% (44/121). Los genes
menos frecuentes fueron dfrAl (trimetoprim) con un 16.5% (20/121), cmlA (cloranfenicol)
con un 13.2% (16/121), cat 1 (cloranfenicol) con 12.4% (15/121), y tet(B) (tetraciclina) con un

8.3% (10/121). El gen gnr (quinolona) no se identificé en ninguna de las cepas estudiadas.
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Cuadro 4. Genes de resistencia a los antibiéticos en cepas de K. pneumoniae.

Grupo de antibiético Gen NuUmero de cepas Porcentaje
(n=121) %
Aminoglucosidos

-Gentamicina aac(3)IvV 56 46.3
-Estreptomicina aadAl 44 36.4
Tetraciclinas tetA 86 71.1
teB 10 8.3
Cloranfenicol catl 15 12.4
cmlA 16 13.2
Beta-lactdmico blaSHV 76 62.8
CIT™ 70 57.9
Trimetoprim dfrAl 20 16.5
Sulfonamida sull 72 59.5

Quinolonas gnr 0 0

1 2 3 4 5 6 7 8

130 pb —— RS-
100 pb——»| .,

Figura 1. Deteccion por PCR del gen 16S-23S de K. pneumoniae. Carriles 2-3 y 5-7, cepas
positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae ATCC 700721); Carril 4, marcador de

peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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Figura 2. Deteccion por PCR de aac(3)IV en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carriles 2 y
3, cepas positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario del Lab. clinico);
Carril 4, marcador de peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 5, cepa negativa al gen;

Carril 6, control negativo (sin DNA molde).

447 pb——F “ o

100 pb—

Figura 3. Deteccion por PCR de aadAl en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carriles 2-4, y
6, cepas positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carril 5, marcador
de peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 7, control negativo (sin DNA molde).
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577 pb

100 pb

Figura 4. Deteccion por PCR de tet(A) en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carriles 2 y 3,
cepas positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carril 4, marcador de
peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 5, control negativo (sin DNA molde).

634 pb —

100 pb—

Figura 5. Deteccion por PCR de tet(B) en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carriles 3 y 4,
cepas positivas; Carril 1, control positivo (K pneumoniae del cepario); Carril 2, marcador de

peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 5, control negativo (sin DNA molde).
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547 pb —

100 pb—»

Figura 6. Deteccion por PCR de cat 1 en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carriles, 6y 7,
cepas positivas; Carril 2, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carriles 3 y 4, cepas
negativas al gen; Carril 1, marcador de peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 8,

control negativo (sin DNA molde).

698 pb —

100 pb—+

Figura 7. Deteccion por PCR de cmlA en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carril 2, cepas
positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carril 6, marcador de peso
molecular (MWM 100 bp-ladder); Carriles 3 y 4, cepas negativas al gen; Carril 5, control

negativo (sin DNA molde).
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Figura 8. Deteccién por PCR de blaSHV en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carriles 2-4, y
6-7, cepas positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carril 5, marcador
de peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 8, control negativo (sin DNA molde).

462 pb ——|

100 pp—

Figura 9. Deteccion por PCR de CITM en cepas de Klebsiella pneumoniae: Carriles 2 y 4,
cepas positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carril 3, marcador de

peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 5, control negativo (sin DNA molde).
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367 pb —

100 pb—

Figura 10. Deteccion por PCR de dfrAl en cepas de Klebsiella pneumoniae. Carriles 3 y 4,
cepas positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carril 2, marcador de
peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 5, control negativo (sin DNA molde).

822 pb

100 pb—>

Figura 11. Deteccion por PCR de sul 1 en cepas de Klebsiella pneumoniae: Carril 2-3 y 5-7,
cepas positivas; Carril 1, control positivo (K. pneumoniae del cepario); Carril 4, marcador de

peso molecular (MWM 100 bp-ladder); Carril 8, control negativo (sin DNA molde).
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Discusion

Pacientes estudiados

En este trabajo se encontré que a partir de las 121 cepas de K. pneumoniae aisladas, el
53% (64/121) correspondié a hombres y el 40% (49/121) a mujeres (Grafica 1). Estos datos
contrastan con lo descrito por Vasaikar et al., (2017), en donde aislaron un total de 169
cepas de K. pneumoniae, las cuales en su mayoria fueron de mujeres con un 52.5%
(169/202), y en hombres del 47.5% (96/202). Asimismo, Dehghan et al. (2017) menciona
gue de un total de 58 aislamientos de K. pneumoniae, 22 de ellos (37.9%) fueron en su
mayoria de mujeres y 18 (31%) de hombres.

En este estudio se describié que la edad de los pacientes infectados por K. pneumoniae
comprendié desde recién nacidos hasta 83 afios, en donde el rango de edad de 20-39 fue el
mas abundante con el 29%, seguido del rango de 40-59 afios (25%) (Gréfica 2). Estos datos
son semejantes a lo reportado por Ferreira et al., (2019), donde describieron que las edades
de los pacientes del &rea de cuidados intensivos oscilaron entre 1 dia a 75 afios de edad,

dentro de los cuales el rango de edad mas abundante fue el de 19-59 afios (36%).

Origen de las muestras y Diagndéstico de los pacientes

Klebsiella pneumoniae se ha asociado con diversas enfermedades, como infecciones del
tracto urinario, septicemia, y diarrea, ademas de ser la causa principal de infecciones del
tracto respiratorio (Podschun & Ullmann, 1998). En este estudio se encontré que la mayoria
de las cepas fueron aisladas de pacientes con infecciones de vias urinarias (urocultivos;
29.8%) y de infecciones respiratorias (exudados faringeos; 29.8%) (Cuadro 3). Estos
porcentajes contrastan con los encontrados en un estudio realizado en 50 cepas de K.
pneumoniae aisladas de pacientes hospitalizados en el Hospital Infantil de México Federico
Gomez (HIMFG), entre el 1 de enero al 31 de diciembre del 2009 (Cruz-Cordoba y et al.,
2014). Estos autores describieron que la mayoria de las cepas fueron aisladas de cultivos de
orina 48% (24/50), de sangre 24% (12/50), de catéteres 18% (9/50), y de liquido
cefalorraquideo con 10% (5/50).

Las infecciones del tracto urinario se encuentran entre las mas comunes de todas las
infecciones bacterianas, dentro de las cuales Escherichia coli y K. pneumoniae son las
principales bacterias responsables de las infecciones urinarias, lo cual coincide con lo
descrito recientemente en un estudio realizado en 161 urocultivos positivos de pacientes
hospitalizados, donde E. coli fue aislada en el 52.2% y K.pneumoniae en el 13.7% (Kot et
al., 2021).
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En este estudio se encontré que el 29.8% (n=36) de las cepas de K. pneumoniae fueron
aisladas de exudados faringeos de los pacientes (Cuadro 3). Este porcentaje es semejante
al reportado en un estudio realizado en India, durante el periodo de enero a diciembre de
2012 en 158 exudados faringeos de pacientes, de los cuales 67 de ellos (42.4%) fueron
cultivos positivos para patdgenos. Estos autores describieron que los patdgenos aislados
con mas frecuencia fueron Staphylococcus aureus con el 34.3%, seguido de Streptococcus
pyogenes 25.3% y Klebsiella pneumoniae con el 23.8% (Mokkapati & Yalamanchili, 2013).
La inmunosupresion de los pacientes hospitalizados es un gran riesgo para adquirir
septicemia por K. pneumoniae. En este trabajo se encontré que K. pneumoniae fue aislada
del 12.4% (n=15) de los hemocultivos de los pacientes diagnosticados con septicemia
(19.9%, n= 18). Se ha descrito que K. pneumoniae es una de las principales causas de
sepsis neonatal (SN) (Camacho-Gonzales & Spearman, 2013; Verma et al. 2015). Este
microorganismo representa la SN del 4 al 9% de los casos en paises desarrollados y del 16
a 28% en paises en desarrollo (Stoll, et al. 2002; Zea-Vera & Ochoa, 2015).

Resistencia a los antibi6ticos

En este trabajo se encontré que los porcentajes mas altos de resistencia bacteriana a los
antibioticos fue para ampicilina (97.5%), carbenicilina (96.7%), nitrofurantoina (50.4%)
cefalotina (49.6%) y trimetoprim con sulfametoxazol (40%; Gréfica 4). La elevada resistencia
bacteriana a los antibidticos betalactamicos (ampicilina, carbenicilina, y cefalotina), y
trimetoprim con sulfametoxazol puede deberse a que estos antibidticos son utilizados con
relativa frecuencia en nuestro pais para tratar las infecciones bacterianas, originando con el
tiempo la seleccion de cepas resistentes a estos agentes. Estos porcentajes coinciden con
los descritos en un estudio realizado en el Hospital General Regional No. 1 del IMSS en
Chihuahua, México, en el cual se aislaron 31 especies bacterianas a partir de 1079
infecciones nosocomiales, entre ellas E. coli (19.3%), S. aureus (20%), P. aeruginosa
(15.3%) y K. pneumoniae (5.3%). Estos autores describieron que el 100% (n=6) de las
cepas de K. pneumoniae fue resistente a ampicilina y cefotaxima, 89.5% al trimetoprim-

sulfametoxazol, y 73.7 % a cefuroxima y ciprofloxacina (Salazar-Holguin et al., 2016).

La elevada resistencia a carbenicilina, ampicilina, y cefalotina (Gréfica 4) coincide con la
descrita en otro estudio realizado en India en 20 cepas de K. pneumoniae recuperadas de
casos de pus, infecciones del tracto urinario y respiratorias, en el que se reporté que el 100

% de las cepas fue resistente a carbenicilina, 76% a ampicilina y cefotaxima, en cada caso
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y 62% para cloranfenicol, mientras que los menores porcentajes de resistencia fueron para
gentamicina (15%) y ciprofloxacina 12% (Sikarwar & Batra, 2011).

La elevada multirresistencia a los antibiéticos en las cepas de K. pneumoniae a los
antibioticos encontrada en este trabajo representa un problema de salud no solo en México,
sino también en otras partes del mundo, que disminuye las alternativas de tratamiento para
los pacientes hospitalizados, por ejemplo en un estudio realizado en 115 cepas
Gramnegativas (40% fueron K. pneumoniae) aisladas de sangre, orina, y aspirados
tragueales/esputo en el laboratorio de microbiologia del Hospital Shahid Bahonar, Teheran,
se describié que el 100% de las cepas fue resistente a ampicilina, el 76.5% a ciprofloxacina
y norfloxacina, en cada caso, 68.7% a gentamicina, y 42.6% para nitrofurantoina.
(Alipourfard & Nili, 2011).

Identificacion de los genes de resistencia a los antibiéticos

En este trabajo se encontr6 que la mayoria de las cepas de K. pneumoniae analizadas fue
portadora del gen de resistencia a tetraciclina (tet(A); 71.1%), seguido del gen de
betalactamasas blaSHV con un 62.8%, Sulfonamidas gen sul 1 con 60%, el gen de
betalactamasas CITM con 57.9%, y los genes de resistencia a los aminoglucésidos aac(3)-
IV con 46.3%, y aadAl con 36.4% (Cuadro 4). Los genes menos frecuentes fueron el del
trimetoprin dfrAl con un 16.5%, los genes de cloranfenicol cmlA con un 13.2%, y cat 1 con
12.4%, y tet(B) con un 8.3%). La elevada distribucién de los genes de resistencia a los
antibioticos encontrada en las cepas de K. pneumoniae refleja que la diseminacién de estos
marcadores genéticos mediante plasmidos a través del mecanismo de conjugacion es un
gran problema de salud que se agudiza en los hospitales, principalmente entre los pacientes
inmunocomprometidos, por ejemplo en un estudio realizado en 17 plasmidos CTX-M
aislados de cepas uropatdgenas de K. pneumoniae (Soge et al., 2006), se encontré que
todos los plasmidos portaron los siguientes genes: aac (60)-Ib (resistencia a los
aminoglucésidos) que incluia aac(60)-Ib-cr (resistencia a los aminoglucdsidos-
fluoroquinolonas), aadA2 (resistencia a los aminoglucésidos A2), erm (B) (resistencia a
macrolido-lincosamida-estreptogramina B), blaTEM-1 (resistencia a ampicilina), tet (A)
(resistencia a tetraciclina), sull (resistencia a sulfonamidas), dfr (resistencia a trimetoprim)
intl1, una integrasa asociada con integrones de clase 1. Once (65%) plasmidos portaron un
gen mph(A) (resistencia a macroélidos), siete (41%) plasmidos portaron un gen qgnrBl
(resistencia a quinolonas) y cuatro (24%) plasmidos portaron multiples genes cat (resistencia
al cloranfenicol).

La elevada distribucion del genotipo de resistencia a los antibidticos encontrada en las cepas

de Klebsiella pneumoniae (Cuadro 4) es un factor de riesgo importante que incrementa la
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morbilidad y mortalidad (Choi et al., 2019; Cha et al., 2018), principalmente en pacientes
inmunocomprometidos (Liu et al., 2019; Balkhair et al., 2017). En México recientemente el
PUCRA (Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana) reporté durante el
2017 el aislamiento de 699 cepas de K. pneumoniae a partir de hemocultivos de 14 centros
hospitalarios (segundo y tercer nivel de atencién), distribuidos en cinco estados de la
republica y en la ciudad de México, la mayoria de estas cepas fue resistente a los
antibioticos betalactamicos por la produccion de betalactamasas de espectro extendido
(ESBLSs) (Ponce de Ledn, 2018). Recientemente en nuestro pais se realizé un estudio para
establecer la resistencia bacteriana a los antibiéticos y el consumo de los mismos en los
hospitales, describiendo que durante el periodo de 2016-2017, en el que se realizaron 4382
aislamientos en sangre y orina se encontr6 con mayor frecuencia a Escherichia coli y
Klebsiella pneumoniae, las cuales presentaron mas del 30% de resistencia a los antibiéticos
probados, mientras que la resistencia para amikacina y carbapenémicos fue menor al 20%
(Miranda et al., 2020).
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Conclusiones

1. Se demostré que K. pneumoniae es uno de los principales patégenos responsables

de las infecciones nosocomiales.

2. Los principales diagnésticos asociados a las infecciones por K. pneumoniae fueron

las infecciones de vias urinarias, faringitis, septicemia e infecciones vaginales.

3. La mayoria de las cepas fue resistente a los antibi6ticos betalactamicos (ampicilina,
carbenicilina, cefalotina y ciprofloxacina), asi como también se encontr6 un elevado

porcentaje de resistencia a nitrofurantoina, y trimetoprim con sulfametoxazol.

4. Se encontré una elevada frecuencia de cepas de K. pneumoniae portadora de los
genes de resistencia a los betalactdmicos, tetraciclina, aminoglucésidos, y
sulfonamidas, lo que podria complicar el tratamiento médico de los pacientes
hospitalizados.
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