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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae es considerada un patdgeno nosocomial oportunista, lo cual
la convierte en una especie bacteriana de importancia clinica. Esta bacteria tiene la
capacidad de colonizar superficies mucosas y diseminarse a diferentes tejidos

provocando enfermedades en el tracto urinario, neumonia e incluso bacteremia.

Existen cepas de K. pneumoniae consideradas como hipervirulentas, en las cuales
se ha demostrado que la expresion de distintos factores de virulencia influye en su
patogenicidad. Algunos de estos factores son la capsula, la hipermucoviscosidad,
las adhesinas, protectinas, entre otros. Por ello, el objetivo de este trabajo fue
caracterizar los genes de adhesién y de protectinas en cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas de pacientes con infecciones respiratorias, urinarias y

bacteremia.

Se aislaron las cepas de un grupo de pacientes del Hospital General Regional
(HGR) no. 72 y de la clinica 64 de Tequexquinahuac, Tlalnepantla de Baz, Edo.
Méx. Se identificO K. pneumoniae mediante PCR (Reaccion en Cadena de la
Polimerasa) amplificando del gen 16-23S rRNA. Los genes relacionados con
adhesinas (fimH, kpn y mrkD) y protectinas (ycfM, rmpA y magA) fueron
identificados por PCR convencional. Las cepas fueron sembradas en caldo BHI
(infusién cerebro-corazén) y ST (Soya Tripticaseina), para determinar su expresion
utilizando la técnica de la PCR en Tiempo Real.

Los genes fimH-1, kpn y mrkD con funcion de sintesis de adhesinas, se encontraron
en el 100% de las cepas (n=5), al igual que el gen ycfM relacionado con la formacion
de cépsula, mientras que rmpA y magA asociados con la hipermucoviscosidad,

fueron encontrados en el 80% (n=4) y 60% (n=3) respectivamente.

Asimismo, los genes kpn (Figura 11) y mrkD, asi como el gen ycfM se expresaron
en el 100% (n=5) de las cepas en ambos medios de cultivo. De igual forma, fimH-1
se expreso6 en el 100% (n=5) de cepas en medio BHI, mientras que las cepas en

medio ST expresaron este mismo gen en un 60% (n=3).



Por otro lado, rmpA y magA relacionados con la hipermucoviscosidad, no se

expresaron en ninguna de las cepas de K. pneumoniae en los distintos medios.

Los genes de virulencia fimH-1, kpn, mrkD y ycfM fueron encontrados en todas las
cepas siendo indistinto el diagndstico de los pacientes y aquellos genes asociados
a la hipermucoviscosidad no se expresaron en ninguna de las cepas de los

pacientes con diferentes infecciones.

La elevada expresion de los genes de virulencia demostré la capacidad de las cepas

para ocasionar infecciones graves en los pacientes hospitalizados.

Palabra clave: Klebsiella pneumoniae, factores de virulencia, hipervirulencia,

adhesinas, protectinas.



INTRODUCCION

Caracteristicas de Klebsiella pneumoniae

El género Klebsiella perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, esta conformado
por bacterias Gramnegativas, son bacilos no moviles, anaerobios facultativos,
oxidasa negativa, catalasa positiva. Algunas cepas son productoras de gas como
resultado de la fermentacion de carbohidratos, como lactosa y sacarosa (Brooks, et
al., 2017).

Son organismos capaces de producir una capsula compuesta mayormente de
polisacéridos, la cual les confiere un aspecto mucoide y es considerada un factor
importante de patogenicidad (El Fertas-Aissani et al., 2012; Cubero, 2015). La
mayoria de las cepas de Klebsiella son fijadoras de nitrogeno, lo cual es una

caracteristica poco comun de bacterias entéricas (Madigan et al., 2015).

Las especies que comprenden el género Klebsiella son encontradas en diversos
hébitats en la naturaleza como en el agua, suelo y plantas. En el caso de las plantas,
es capaz de asociarse con ella colonizando sus tejidos internos, sin embargo, es
beneficioso para la planta pues gracias a que es una bacteria fijadora de nitrdgeno,
provee suficiente nitrégeno a la planta. Por otro lado, también crecen en superficies
mucosas de los mamiferos principalmente, colonizando el tracto respiratorio y el
tracto gastrointestinal provocando infecciones graves en el hospedero (Garza-
Ramos, et al.,, 2015). Las cepas de Klebsiella encontradas en el ambiente han
presentado mayor susceptibilidad a antibioticos que las cepas clinicas, sugiriendo
que existe una presion de seleccion en el ambiente clinico (Martin y Bachman,
2018).

Se conocen varias especies patogenas de este genero, las principales son dos K.
oxytoka y K. pneumoniae que, a pesar de estar intimamente relacionadas, esta

Gltima es la especie de mayor importancia médica.



Patologia por Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es considerada un patdégeno nosocomial oportunista es
capaz de colonizar superficies mucosas sin causar ninguna patologia (Catalan-
Najera et al., 2019; Bengoechea y Sa Pessoa, 2019). El riesgo de contraer una
infeccion por esta bacteria aumenta en pacientes hospitalizados, ya que son
aquellos que pueden tener mayor contacto con instrumental médico contaminado,
como equipo de respiracion artificial y de anestesia, ademas de otras rutas de
transmision somo soluciones antisépticas, catéteres, equipo especializado y el

personal médico (Vuotto, et al., 2017).

Una vez adquirida esta bacteria es capaz de diseminarse a diferentes tejidos como
el tracto urinario, tracto gastrointestinal, tracto vaginal, nasofaringe y orofaringe,
provocando infecciones en vias urinarias (UTIs), infecciones vaginales, heumonia,
bacteremia y en ocasiones meningitis (Remya, et al., 2019). Incluso se han
encontrado cepas de K. pneumoniae en la piel, pero se ha considerado como una

infeccion transitoria (Martin y Bachman, 2018).

Las infecciones causadas por K. pneumoniae estan asociadas a una mortalidad alta,
sin embargo, las tasas de mortalidad y morbilidad son variables, pues dependen de
factores como la edad y condicion de salud de cada persona, siendo particularmente
un problema para neonatos, ancianos y personas inmunodeprimidas (Paczosa y
Mecsas, 2016). En general, los pacientes mayores a 40 afios que padecen
sindromes de inmunodeficiencia o presentan una enfermedad crénica como
diabetes mellitus, obstruccién pulmonar crénica, insuficiencia renal, etcétera, son

los principales afectados por esta bacteria (Dehshiri, et al., 2018).

Al ser una especie que afecta principalmente a mamiferos, la colonizaciéon de K,
pneumoniae en animales domeésticos, ademas de causar un dafio en la produccion
ganadera, también representan un peligro potencial debido a que estos animales
actian como reservorios genéticos de cepas de K. pneumoniae

multidrogoresistente (Cheng, et al., 2018).



Resistencia antimicrobiana

Los antibidticos son sustancias capaces de actuar sobre microorganismos para
inhibir su reproduccion o eliminarlos. Estos, desde su aparicion en la farmacéutica
se han convertido en elementos clave para tratamiento de una amplia variedad de
enfermedades infecciosas, disminuyendo de forma significativa la morbilidad y
mortalidad asociada a estas patologias, ademas que gracias a ellos se ha permitido
realizar con éxito algunos procedimientos como trasplantes, quimioterapia, entre
otras (Miranda-Novales, et al., 2020; Alvo, et al., 2016).

Los antibidticos se pueden clasificar de acuerdo con su composicion quimica y
mecanismos de accion, ya que cada familia posee caracteristicas propias, ademas
que hay algunos que inhiben el crecimiento bacteriano (bacteriostaticos) y otros que
lo eliminan (bactericida) (Alvo, et al.,2016).Uno de los grupos mas importantes de
antibioticos son los betalactamicos que inhiben la sintesis de la pared celular de la
bacteria, dentro de este grupo se incluyen a las penicilinas, cefalosporinas y

carbapenémicos (Suarez y Gudiol, 2009; Tabla 1).

Tabla 1. Antibidticos betalactamicos y espectros de accidn antimicrobiana (Alvo, et al.,2016).

Betalactamicos

Naturales Gram (+) aercbics y anaercbics no produciores
(Ej: penicilina V) de batalactamasas

Enterococo

Neizseria

Resigtenies a penicilinasas Estafilococos y estreptococos

(EjJ: doxaciling)

Aminopenicilinas Aumento del espectra hacia Gram (-) no

(Ej: amoxicilina, ampicilina productores de betalactamasas

Carboxi, indanil y Cubre ademés algunos Gram (-) productores de
ureido penicilinas betalactamasas

(Ej: ticarcilina, piperacilina Algunos cubren algunas cepas de P aeruginosa

Primera ganeracitn Gram (+)

(Ej: cefadroxilo, cefazolina)

Segunda genaracion Se agrega cobertura para algunos Gram (-}
(Ej: cefurcdano, cefaclor)

Tercara generacion lgual al antenor

(Eil: ceftniaxona, ceftazidima, Penefracion a SNC

cefpodoxima) Algunos cubren P. saeniginosa

Cuarta y quinta generacian Agregan mayor estabilidad a betalactamasas yfo
(Ej: cefepirne, ceftarcina) cobartura a SAMR

Gram [+

Bacilos Gram (-) entéricos

Anaercbios

Algunos cubren P, seruginosa v A. baumani
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El uso indiscriminado de los antibi6ticos, tanto para uso humano, como veterinario

y agricola ha ocasionado con el tiempo la seleccion de bacterias multidrogo-

resistentes (Calderén y Aguilar, 2016). La transferencia horizontal de genes de

resistencia a los antibiéticos mediados por pldsmidos, transposones e integrones,

facilita la diseminacion de la resistencia bacteriana, y por ende la agudeza o

cronicidad de las infecciones. En la tabla 2 se observan los principales grupos de

antibioticos y los mecanismos de resistencia adquiridos por las bacterias.

Tabla 2. Mecanismos de resistencia de acuerdo con el tipo de antibiotico.

MECANISMO DE ACCION = MECANISMO DE RESISTENCIA

ANTIBIOTICO

1. b-LACTAMICOS

e Penicilinas
Cefalosporinas
Carbapenemes
Monobactamicos
Sulbactam y ac
clavulanico

Inhibicién de la sintesis de
la pared celular (el
peptidoglucano).

Produccion de
betalactamasas (blashv,
TEM).

Mutacion de pbps.

Baja penetracion.

2. POLIPEPTIDOS:
e Bacitracina
e Polimixina b,

colistina

Alteracién de la membrana
celular de gramnegativas,
accion detergente.

Baja penetracion
Mutacién del polisacéarido

3. AMINOGLUCOSIDOS
e Estreptomicina
e Gentamicina
¢ Neomicina
e Kanamicina

Inhiben sintesis de
proteinas al unirse/
subunidad ribosomal 30 s

Mutacién del sitio de union
en el ribosoma

Baja penetracion
Modificacion enzimatica
(acetilacion, fosforilacion)
aac (3)I-1V (GE), aadA
(estreptomicina)

4. TETRACICLINAS

Inhiben sintesis de
proteinas al unirse/
subunidad ribosomal 30 s

Detoxificacion enzimatica
(teay tetb)
Baja penetracion

5. CLORANFENICOL

Inhiben sintesis de
proteinas al unirse /
subunidad ribosomal 50 s

Modificacion enzimatica
(catl y cmla)
(Acetiltransferasa)

6. MACROLIDOS
e Eritromicina
e Lincomicina
e Clindamicina
e Claritromicina

Inhiben sintesis de
proteinas al unirse /
subunidad ribosomal 50 s

Mutacion del sitio de unién
en el ribosoma.
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7. QUINOLONAS

Ac. Nalidixico
Pefloxacina
Norfloxacina
Ciprofloxacina

Inhiben actividad de la DNA
girasa afectando replicacion
del DNA.

Mutacion de la subunidad
alfa de la ADN girasa (qgnr)
Disminucién de la
captacion

8. RIFAMPICINA,
RIFABUTINA

Actlan sobre la RNA
polimerasa, inhibiendo la
transcripcion.

Mutacion de la RNA
polimerasa

9. SULFONAMIDAS Y
TRIMETOPRIM

Inhiben sintesis del acido
félico que participa en

Sintesis de via alterna no
sensible al farmaco (sul y

sintesis de purinas. dfra)

Klebsiella pneumoniae es un patégeno importante que frecuentemente es
multidrogoresistente, debido a que acarrea numerosos genes de resistencia a los
antimicrobianos, como a cefalosporinas y fluoroquinolonas, ademas de los
carbapenémicos que son aquellos tipicamente utilizados para cepas
multidrogoresistentes en pacientes hospitalizados (Vargas et al., 2019; Salazar-
Holguin y Cisneros-Robledo, 2016; Theuretzbacher et al., 2021). Debido a que cada
vez disminuye mas los antimicrobianos efectivos para infecciones provocadas por
microorganismos multirresistentes, las polimixinas son considerados tratamientos
de dltima linea sobre todo en infecciones graves por K. pneumoniae (Naomi-
Matsuoka et al., 2020).

Mecanismos de resistencia

Los antibiéticos betalactamicos fueron durante afios la primera linea de defensa
contra infecciones bacterianas gracias a que inhiben la biosintesis de la pared
celular (Figura 1). Sin embargo, actualmente uno de los mecanismos primarios de
resistencia en bacterias Gramnegativas es la produccién de enzimas B-lactamasas,
que son capaces de unirse al grupo carbonilo del anillo -lactdmico e hidrolizar su

enlace (Liakopoulos et al., 2016).
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Figura 1. Estructura quimica de los antibiéticos betalactdmicos. (Tomada de: Glzman et al.,
2004).

La produccion de B-lactamasas de espectro extendido (ESBLS), es uno de los
principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos que han sido observados
en cepas de Klebsiella pneumoniae. Estas son enzimas bacterianas mediadas por
plasmidos que frecuentemente contienen otros genes de resistencia, dichas
enzimas han sido encontradas en bacterias entéricas Gramnegativas contribuyendo
de manera muy importante en la patogenicidad de organismos causantes de

infecciones nosocomiales (Li et al., 2015).

Existen nueve diferentes familias de B-lactamasas de espectro extendido (ESBLS)
clasificadas de acuerdo con sus secuencias de aminoacidos, siendo TEM
(Temoneira) y SHV (Sulfhidrico Variable) las betalactamasas mas prevalecientes.
El plasmido de SHV-1 fue detectado en una cepa de K. pneumoniae aislada de
materia fecal de un neonato, este mostraba resistencia a penicilinas (especialmente
ampicilina y carbenicilina) y cefalosporinas (Li et al., 2015; Liakopoulos et al., 2016;
Cooney et al., 2014).
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En los ultimos afos, Klebsiella pneumoniae ha desarrollado nuevos mecanismos de
resistencia a los antibidticos carbapenémicos, por medio de una nueva clase de
enzimas bacterianas (KPCs) capaces de inactivarlos e hidrolizar cefalosporinas y
monobactamicos. Se ha reportado la transferencia de estos genes en plasmidos a
otras especies de enterobacterias como Enterobacter, E. coli, K. oxytoca, Serratia
marcescens (Cooney et al., 2014). Asi como las bacterias se encuentran en
constante evolucion desarrollando nuevos mecanismos de resistencia, también ha

representado una gran preocupacién para el desarrollo de nuevos antibidticos.

Factores de virulencia

La capacidad de las bacterias para modificar su virulencia y diseminarse en el
hospedero, forma parte de un proceso evolutivo. Asi algunas cepas incrementan su
virulencia gracias a la adquisicion de un gran numero de factores de virulencia
(Yinec et al., 2020).

La patogenicidad de K. pneumoniae se debe a los diferentes genes de virulencia
gue posee (Tabla 3), que incluyen adhesinas; fimH-1 (type-1fimbriae), mrkD (type3
fimbriae), kpn (fimH-like adhesin), ycfM (serum resistance-associated outer
membrane lipoprotein), involucradas en la adhesion a células epiteliales y formacion
de la biopelicula, sistemas de adquisicion de hierro; entB; (enterobactin), iutA
(aerobactin), irp-1 (yersiniabactin biosynthesis gene), irp-2 (siderophore promotes
biofilm), ybtS (siderophore protein), fyuA (yersiniabactin receptor gene), iroN
(salmochelin receptor), protectinas o invasinas; magA (mucoviscosity-associated
gene A) especifico del serotipo capsular K1, y rpmA (regulator of mucoid phenotype
A) y toxinas; hlyA («-haemolysin) y cnf-1 (cytotoxic necrotizing factor-1) (El Fertas
et al., 2013). Muchos de estos genes pueden ser transferidos horizontalmente entre
las bacterias mediante islas de patogenicidad (PAIs) (Munkhdelger et al., 2017;
Chitto et al., 2020).

14



Tabla 3. Factores de virulencia en Klebsiella pneumoniae.

GEN NOMBRE FUNCION
fimH-1 Type-1 fimbriae

mrkD Type-3 fimbriae

kpn FimH-like adhesin Adhesinas

M Serum resistance-associated outer membrane
(o

Y lipoprotein

entB Enterobactin

iutA Aerobactin

irp-1 Yersiniabactin biosynthesis gene

: : _— Sistemas de
irp-2 Siderophore promotes biofilm » )

captacion de hierro

ybtS Siderophore protein

fyuA Yersiniabactin receptor gene

iroN Salmochelin receptor

magA Mucoviscosity-associated gene A .

: Protectinas

rpmA Regulator of mucoid phenotype A

hlyA o -haemolysin

Toxinas

cnf-1 cytotoxic necrotizing factor-1

La aparicion de variantes hipervirulentas de K. pneumoniae (hvKpn) con fenotipo

hipermucoviscoso (HM) (Figura 2) se ha extendido por todo el mundo (Russo et al.,

2019). Varios factores de virulencia se han asociado con cepas de hvKpn, incluidos

los serotipos capsulares K1 y K2, y el gen A asociado a la mucoviscosidad (magA)

y regulador de los genes del fenotipo A mucoide (rmpA) (Cubero et al., 2019). La

expresion de estos genes contribuye a la evasion del sistema inmune del hospedero

y a lainvasion tisular que juegan ciertos roles en las diferentes infecciones causadas

por K. pneumoniae (Cubero, 2015; Paczosa y Mecsas, 2016).
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Figura 2. Diferencia de factores de virulencia en cepas de Klebsiella pneumoniae normales e

hipervirulentas. (Tomado de: Arato et al., 2021).

Céapsula

La cdpsula es una estructura superficial formada por polisacaridos que recubre a la
bacteria, formada por repeticiones de oligosacaridos de manosa, ramnosa,
galactosa y piruvato, ademas de acidos urénicos que favorecen el tamafio capsular.
Durante la infeccién por K. pneumoniae la capsula la protege contra la respuesta
inmune del hospedero como la fagocitosis por las células inmunitarias (Paczosa y
Mecsas, 2016).

Esta estructura es una de las principales caracteristicas de esta especie y ha
permitido clasificarlas en serotipos segun el antigeno capsular (antigeno K) que
presentan (Yinec et al., 2019). Los experimentos realizados en animales de
laboratorio han corroborado que las bacterias que no poseen capsula no provocan
ningun tipo de infeccidn, ademas que son mas faciles de identificar y destruir por el

sistema inmunoldgico.

Existen cepas de Klebsiella pneumoniae que producen una hipercapsula, y son
conocidas como hipermucoviscosas, ya que presentan una cubierta mucoviscosa
formada por exopolisacaridos que es mas gruesa de la capsula normal. Esta

hipercapsula contribuye significativamente a la patogenicidad de esta bacteria. Los
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genes que codifican para la produccion de la capsula estan ubicados en el operén

cromosomal cps (Paczosa y Mecsas, 2016).

Se ha estudiado que el fenotipo hipermucoviscoso de cepas de Klebsiella
pneumoniae esta relacionado con la expresion en conjunto de dos principales genes
de protectinas: el gen magA (mucoviscosity associated gene) y el gen rmpA

(regulator of mucoid phenotype) (Cubero et al., 2015).

El fenotipo hipermucoviscoso se encuentra principalmente asociado al gen magA
(mucoviscosity associated gene) caracteristico del serotipo K1 (El Fertas-Aissani et
al., 2013). Este gen asociado a la mucoviscosidad ha sido detectado en cepas de
pacientes con absceso hepético, ademas de proveer cierta resistencia a la

fagocitosis (Zamani et al., 2013).

rmpA (regulator of mucoid phenotype) es un gen regulador transcripcional
transferido por plasmidos y esta asociado a la regulacion de la produccion de la
capsula (Paczosa y Mecsas, 2016). Se ha establecido a rmpA como un factor
independiente asociado a la expresion del fenotipo de hipermucoviscosidad, por
ello, es un factor que incrementa la patogenicidad de las cepas (Yu et al., 2006;
Ikeda et al., 2018).

Lipopolisacarido (LPS)

En las bacterias Gramnegativas, la mayor parte de la pared celular esta conformada
por la membrana externa. Esta membrana es una segunda bicapa lipidica, sin
embargo, esta no sélo se conforma de fosfolipidos y proteinas, sino que contiene
también polisacaridos y lipidos, estos componentes forman un complejo por el cual

recibe el nombre de Lipopolisacéarido (LPS) (Madigan et al., 2015).

La funcion principal del LPS es aportar resistencia a la célula, sin embargo, una
propiedad biolégica muy importante es su toxicidad para los animales. Esta
toxicidad es atribuida particularmente al lipido A, una endotoxina que puede causar
sintomas fuertes en humanos (Remya et al., 2020; Madigan et al., 2015).
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Figura 3. Estructura de pared celular en bacterias Gramnegativas (Tomado de: Madigan, et
al., 2015)

La produccion de esta estructura es regulada por el gen uridina-difosfato
galacturonato 4-epimerasa (uge). Este gen esté presente en la mayoria de las cepas
aisladas, sin embargo, en ausencia de este gen, K. pneumoniae es menos probable
que pueda causar infecciones en tracto urinario, neumonia y sepsis (Remya et al.,
2020). Se ha observado que el gen ycfM (outer membrane lipoprotein) codifica para
la lipoproteina de la capsula, ademas de que promueve la resistencia a la

fagocitosis.

Fimbrias

Las fimbrias son proteinas filamentosas que se encuentran en la superficie de una
célula y pueden cumplir con diversas funciones. Las fimbrias permiten a las células
bacterianas adherirse a diferentes superficies y tejidos o incluso a formar
biopeliculas (Madigan, et al., 2015).
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En Klebsiella pneumoniae las fimbrias tipo 1 y 3 son las principales estructuras de
adhesion que han sido caracterizadas como factores de patogenicidad. La fimbria
de tipo 1 es delgada en forma de protuberancias en la superficie celular de la
bacteria y es encontrada en el 90% de las cepas, ya sea en el medio ambiente o
clinicas. La fimbria tipo 3 son filamentos en forma de hélice, a diferencia de la fimbria
tipo 1, esta no es sensible a la manosa, por lo cual no puede unirse a ella (Paczosa
y Mecsas, 2016).

Actualmente se conoce la funcion e importancia de algunos genes relacionados con
la capacidad de adhesion de Klebsiella pneumoniae al hospedero, y recientemente
estos han sido mas estudiados. El gen fimH (type-1 fimbriae) y kpn (fimH-like
adhesin) tienen un papel importante en las infecciones del tracto urinario causadas
por K. pneumoniae ademas de estar involucrados en la formacién de biopeliculas;
la funcion del gen mrkD (type-3 fimbrial adhesin protein) como factor de virulencia
no es muy especifico, sin embargo, se ha observado su participacion para inducir la
formacién de biopeliculas (El Fertas-Aissani et al.,, 2013; lkeda et al., 2018;
Gotebiewska et al., 2019).

Biopeliculas

Las bacterias suelen unirse a superficies sélidas, en cuanto tienen oportunidad,
formando una capa gruesa de células llamada biopelicula, una estructura
tridimensional que se encuentra en una matriz de polisacaridos extracelulares que
le permite la adhesion al hospedero. Esta estructura no solo tiene la funcion de
adhesion, sino que también impide que las células se deshidraten y actia como
factor de virulencia en determinadas enfermedades bacterianas (Madigan et
al.,2015; Maldonado et al., 2007).

La matriz en la que se encuentran los microorganismos protege a la biopelicula de
la exposicion a rayos ultravioleta, toxicidad por metales, exposicion a acidos,

deshidratacion, fagocitosis y accion de ciertos antimicrobianos. Debido a esto, la
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presencia de biopeliculas dificulta el tratamiento de enfermedades con farmacos

convencionales (Moreno et al., 2020).

Sideroforos

El hierro es un recurso limitado que requiere Klebsiella pneumoniae para sobrevivir
y reproducirse, este se debe adquirir del medio. En esta medida el organismo tiene
la necesidad que emplear diferentes tacticas para adquirir hierro, como lo son la
secrecion de proteinas captadoras de hierro llamadas sideroforos, que son
pequefias moléculas capaces de obtener hierro del hospedero. La produccion de
multiples sideroforos ayuda a la bacteria a soportar la neutralizacion del hospedero
(Paczosa y Mecsas, 2016).

K. pneumoniae es portadora de los genes de captacién de hierro: enterobactina
(entB), yersiniabactina (ybtS), aerobactina (iutA) y salmoquelina (ironN). EI mas
comun es entB, no obstante, ybtS se sobreexpresa en cepas aisladas del tracto
respiratorio y aerobactina es principalmente encontrado en cepas hipervirulentas ya

gue contribuye a su virulencia (Reyma et al., 2020).
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Figura 4. Produccién de sider6foros y su papel en la virulencia de Klebsiella pneumoniae

(Tomado de: Paczosay Mecsas, 2016).
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Toxinas

Dentro de los factores de virulencia reportados en Klebsiella pneumoniae se
encuentran genes que codifican para dos principales toxinas que son secretadas:

la alfa hemolisina (hlyA) y el factor necrotizante toxico (cnf-1).

La alfa hemolisina representa a una familia de proteinas producida por diferentes
bacterias gramnegativas (Bakas et al.,, 2013). La proteina hemolisina es una
exotoxina producida por microorganismos que provoca la lisis de células
sanguineas: eritrocitos. Esta es considerada una causa importante de dafio al
hospedero, pues facilita la diseminacion de la bacteria y como consecuencia el

organismo del hospedero tiene una respuesta inflamatoria (Radi y Nadhim, 2018).

El factor citotoxico necrotizante (cnf-1) estd ligado principalmente a cepas
urovirulentas de E. coli, siendo expresado en aproximadamente 61% de cepas
aisladas de infecciones en vias urinarias y 10% aisladas de materia fecal, sin
embargo, se ha reportado que cepas de Klebsiella pneumoniae son portadoras de
este factor, contribuyendo a su patogenicidad (Spurbeck, 2013). Algunos de los
efectos provocados por cnf-1 es la inhibicion de la actividad fagocitaria de neutrofilos
polimorfonucleares impidiendo la respuesta eficaz del sistema inmune del
hospedero. Ademas, afecta a las células mediante la desamidacion de GTPasas lo
que facilita la invasion de células uroepiteliales (Visvikis et al., 2011).

JUSTIFICACION

Klebsiella pneumoniae es considerada una de las principales especies bacterianas
causantes de enfermedades nosocomiales en Latinoamérica. En nuestro pais los
factores de virulencia de K. pneumoniae relacionados con la hipervirulencia han sido
poco estudiados, por lo que es de gran interés analizar la expresion de genes de

adhesinas y protectinas en cepas clinicas de K. pneumoniae.
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ANTECEDENTES

En 2013 El Fertas-Aissani y colaboradores en Argel, Argelia detectaron los factores
de virulencia de Klebsiella pneumoniae en 54 cepas aisladas de diferentes
especimenes clinicos. Caracterizaron, entre otros, los genes que codifican para
adhesinas como fimH-1, mrkD, kpn, ycfM y aquellos que codifican para protectinas
como rmpA y magA. Los resultados mas importantes que obtuvieron fueron para las
adhesinas fimH-1 (100%), mrkD (96.3%) e ycfM (96.3%), seguido de kpn (63%); y
en menor cantidad para las protectinas rmpA (3-7%), magA no fue detectado. Estos
autores concluyeron que las adhesinas contribuyen a la patogenicidad de K.

pneumoniae.

Gotebiewska y colaboradores (2019) en Gdansk, Polonia aislaron cepas de K.
pneumoniae a partir de muestras de orina de pacientes hospitalizados con
infecciones altas y bajas del tracto urinario y detectaron los factores de virulencia
(fimH-1, kpn, ycfM, mrkD, rmpA, magA) mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). No se encontrd asociacion alguna entre los factores de virulencia
y el desarrollo de infecciones altas y bajas del tracto urinario, sin embargo, se

observo que la inmunosupresién puede influir en la agudeza de las infecciones.

En el trabajo realizado en Jap6n durante 2018 por lkeda y colaboradores, analizaron
130 cepas de Klebsiella pneumoniae, obtenidas de esputo y orina de pacientes
portadores, encontraron que solo 49 de ellos presentaron infeccion. A partir de las
130 cepas, el 19.2% fue agrupada dentro de algun serotipo capsular, mientras que
el 25.4% mostro hipermucoviscosidad. La prevalencia de los genes asociados a la
hipermucoviscosidad magA, rmpA y mrkD en las cepas fue de 10%, 16.9% y 85.4%,
respectivamente, sin embargo, los resultados mostraron que soélo rmpA fue
significativamente mas frecuente en casos de infeccibn que en pacientes
asintomaticos, lo cual sugiere que rmpA tiene un papel importante en el desarrollo

de infecciones urinarias y neumonia.

Cubero y colaboradores (2015) durante siete afios en Barcelona, Espafia estudiaron
la frecuencia y la epidemiologia clinica y molecular de cepas de Klebsiella

pneumoniae aisladas de pacientes que presentaban bacteriemia. El 5.4% presento
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el fenotipo de hipermucoviscosidad, de estas, 30.2% presentaron magA y rmpA,
22.6% presentd sélo rmpA 'y el 47.2% restante no acarred ninguno de los dos genes.
Los pacientes con cepas portadoras de ambos genes de hipermucoviscosidad

desarrollaron abscesos hepéticos pidgenos mas frecuentemente.

En Barcelona, Espafa, Cubero y colaboradores (2019) revaluaron la asociacion del
fenotipo hipermucoviscoso con la presencia de genes de adhesién y la formacién
de biopelicula en cepas hipervirulentas de K. pneumoniae. Las cepas
pertenecientes al serotipo capsular K1 presentaron menor adhesion a pesar de
portar los genes mrkD y fimH, pero presentaron mayor capacidad para formar
biopeliculas que los serotipos K2 o los no K1/K2. La formacion de biopelicula podria
incrementar la resistencia a los antibiéticos y a la fagocitosis de las cepas

hipervirulentas de K. pneumoniae.

En el 2019, Vargas y colaboradores analizaron los patrones clinicos,
epidemiologicos y moleculares de cepas de K. pneumoniae hipermucoviscosas
resistentes a carbapenémicos aisladas de pacientes con infecciones nosocomiales
en un hospital de Tucuman Argentina. Encontraron frecuencias variables en los
diferentes factores de virulencia: aquellos que codifican para las adhesinas (fimH,
mrkD) se encontraron en un 97.1%, para sider6foros en 94.3% y para resistencia a
fagocitosis por ycfM en un 57.1%.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Caracterizar los genes de adhesion y de protectinas en cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas de pacientes con infecciones respiratorias, urinarias y

bacteremia.
Objetivos particulares

Determinar la frecuencia de los genes de adhesion fimH (type-1 fimbriae), kpn (fimH-
like adhsein), mrkD (type-3 fimbrial adhesin protein), e ycfM (serum resistance-
associated outer membrane lipoprotein) en las cepas.

Establecer la frecuencia de los genes de protectinas magA (mucoviscosity-
associated gene A) y rpmA (regulator of mucoid phenotype A).

Comparar la expresion de los genes de adhesion y de protectinas por PCR en tiempo
real después del crecimiento bacteriano en dos diferentes caldos nutritivos de cultivo.
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MATERIAL Y METODOS

Obtencion y resiembra de las muestras

Las cepas de Klebsiella pneumoniae (n=5) fueron previamente aisladas de un grupo
de pacientes hospitalizados y ambulatorios del Hospital General Regional (HGR)
no. 72 y de la clinica 64 de Tequexquinahuac, Tlalnepantla de Baz, Edo. Méx. Se
obtuvo informacién de los pacientes como su edad, sexo y diagnostico (infeccion en
vias urinarias, infeccidén cervico-vaginal, infeccion respiratoria y bacteremia). Las
cepas de Klebsiella pneumoniae y la cepa control (ATCC 700721) se encuentran
almacenadas en medio BHI (infusion cerebro-corazén) mas glicerol en el
Laboratorio de Andlisis Clinicos, CUSI, FES Iztacala, UNAM.

Extraccion del DNA

Se tomé un in6culo de las cepas y del control por medio de un asa estéril a partir
del medio de cultivo BHI mas glicerol, se sembro por separado en 2 mL de BHI y se
incubo a 37° C durante 24 horas. Se tomé un indculo de las muestras por medio de
un asa estéril y se sembro por el método de estria cruzada en agar Mueller-Hinton
(MH) y se incub6 a 37° C por 24 horas. A partir del crecimiento bacteriano, se
tomaron varias colonias con un asa estéril que se depositaron en 2 mL de agua
desionizada estéril contenida en un tubo con tapén de rosca 16 x 150.
Posteriormente se agité en un vértex por 30 seg y se llevé a punto de ebullicién, al
cabo de 20 min se coloco en hielo durante 10 min y se centrifugé a 14000 rpm
durante 10 min. Se recuperoé el sobrenadante que contiene el DNA, y se almaceno

en un tubo eppendorf estéril a -20°C hasta su utilizacion.

Identificacidon de K. pneumoniae

Se identificé la especie bacteriana de K. pneumoniae por PCR (Reaccion en Cadena
de la Polimerasa) amplificando la secuencia del espaciador interno transcrito (ITS)
del gen 16-23S rRNA (Liu et al., 2008) con los siguientes oligonucleétidos: K.
pneumoniae Pf ATTTGAAGAGGTTGCAAACGAT y K. pneumoniae Prl
TTCACTCTGAAGTTTTCTTGTGTTC. El tamafio del amplicén fue de 130 pb. En un
tubo eppendorf de 200 pL y para un volumen final por mezcla de reaccién de 20 pL
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se agrego 1 pL de cada oligonucledtido (Forward y Reverse, 10 pmol; INTEGRATED
DNA TECHNOLOGIES), 12 uL del kit Tag DNA Polymerase 2X Master Mix RED
(AMPLIQON, Copenhagen Denmark’s), 3 uL de agua libre de nucleasas y 3 pL de
DNA molde. La desnaturalizacién inicial fue de 3 min a 94° C, después continuaron
30 ciclos de desnaturalizacion por 30 seg a 94°C, alineacion 30 seg a 58°C y
extension 45 seg a 72°C. La extension final fue por 10 min a 72°C. Los productos
de PCR fueron corridos en una electroforesis en gel de agarosa para detectar la

presencia del gen.

Analisis por electroforesis en gel de agarosa

Se prepard una solucion stock concentrada 10X de Tris-borato (TBE) conformada
por 108 gr de Tris base, 40 mL de EDTA 0.5 M (pH 8.0), 55 gr de &cido bérico y se
aforé a 1 L con agua destilada. A partir de esta solucién se realizé una dilucion 1:10
para obtener una concentracion de TBE 1X necesaria para realizar la electroforesis.
El gel de agarosa se prepar6 al 2% en 100 mL de TBE 1x, se agreg6 0.5 pL de
Midori Green (como fluorescente) por cada 100 mL de agarosa. La agarosa se
deposité en un contenedor para formar los pozos. Una vez gelificada la agarosa, se
introdujo en la cdmara de electroforesis junto con el TBE 10X hasta cubrir el gel. Se
depositaron 5 pL de los amplicones de PCR en los pozos y 3 uL del marcador de
peso molecular en su pozo correspondiente. Se corrio el gel a 120 volts, 94 mA

durante 30 min.

Deteccién de genes de virulencia por PCR

Los genes de adhesinas fimH (type-1 fimbriae), kpn (fimH-like adhesin), mrkD (type-
3 fimbrial adhesin protein), ycfMb (outer membrane lipoprotein), y los genes de
protectinas (hipermucoviscosidad) rmpA (regulator of mucoid phenotype) y magA
(mucoviscosity associated gene) de K. pneumoniae fueron identificados por PCR de

acuerdo con lo descrito por El Fertas Aissani et al., (2013).

Para amplificar cada gen, en un tubo eppendorf de 200 pL se agregd 1 uL de cada
oligonucle6tido (Forward y Reverse, 10 pmol; INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES) (Tabla 4), 12 pL del kit Tag DNA Polymerase 2X Master Mix RED
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(AMPLIQON, Copenhagen Denmark’s), 3 uL de agua libre de nucleasas y 3 de DNA
molde. La desnaturalizacion inicial fue de 4 min a 94° C, después continuaron 30
ciclos de desnaturalizacion por 30 seg a 94°C, alineacion por 40 seg a temperatura
variable (Tabla 5) y extension por 1 min a 72°C. La extension final fue por 10 min a
72°C.

Tabla 4. Oligonucleétidos (Forward y Reverse) utilizados para la realizacion de PCR de

acuerdo con los diferentes genes.

Oligonucledétidos Tamano del
Funcién
Secuencia (5’-3’) amplicén (pb)
fimH ATGAACGCCTGGTCCTTTGC 5a8
GCTGAACGCCTATCCCCTGC
kpn GTATGACTCGGGGAAGATTA 526
Adhesinas CAGAAGCAGCCACCACACG
yctM ATCAGCAGTCGGGTCAGC 160
CTTCTCCAGCATTCAGCG
mrkD CCACCAACTATTCCCTCGAA 220
ATGGAACCCACATCGACATT
rmpA ACTGGGCTACCTCTGCTTCA 535
Protectinas CTTGCATGAGCCATCTTTCA
magA GGTGCTCTTTACATCATTGC 1282
GCAATGGCCATTTGCGTTAG

Tabla 5. Temperaturas de alineamiento utilizadas en la realizaciéon de PCR de acuerdo con

los diferentes genes (El Fertas-Aissani, et al., 2013).

Gen Temperatura (°C)
fimH
kpn 55

ycfM

mrkD 52

rmpA 50

magA 59
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Extraccion de RNAm a partir del cultivo bacteriano

Para la extraccion de RNAm fue necesario promover la expresion de los genes de
interés (adhesinas y protectinas), por lo que K. pneumoniae crecié en caldo infusion
cerebro-corazon (BHI) y caldo soya tripticaseina (ST) a 37°C durante 24 horas en
agitacion constante. Al término, se realizaron diluciones 1:5 en caldo BHI estéril
hasta obtener una DOsoo nm= 0.4, lo que indicé una concentracion de 1X10° células.
Las células bacterianas fueron recuperadas por centrifugacién a 2000 rpm por 3
minutos, al término la pastilla fue resuspendida en Buffer Fosfato Salino (PBS),
posteriormente se agitaron en un vortex por 10 segundos y se centrifugaron (2000
rpm por tres minutos). Finalmente, se decant6 el sobrenadante y la pastilla se utilizd

para la extraccion del ARN.
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Figura 5. Equipo robotizado QIAcube con reactivos del kit comercial MiniKit RNeasy

(Qiagen, Hilden, Germany)

La extraccién total de RNA se realiz6 con el kit comercial MiniKit RNeasy (Qiagen,
Hilden, Germany) utilizando el equipo robotizado QIAcube (Figura 5). Para lo cual,
las pastillas bacterianas obtenidas de los cultivos fueron colocadas en la placa de
agitacion del equipo. Al mismo tiempo en la posicion “A” de la seccidon
correspondiente al buffer de lisis se colocoé el buffer TE (solucién preparada a pH de
8 con 10 Mm Tris-Cl, 1 Mm de EDTA y 1 mg/mL de lisozima). Después de alimentar
el equipo QIAcube con los diferentes reactivos del kit RNeasy, se lleno el contenedor
con puntas de 1 mL y se depositaron los tubos de columna y elucion (extraccion) en
el carrusel (centrifuga) del equipo (Figura 5). Finalmente, el QlAcube se programé

28



para la extraccion de RNA con lisis celular siguiendo el protocolo del fabricante

(RNeasy Protect Bacteria® Qiagen, Hilden, Germany) y se inici6 la corrida.

El equipo robotizado adicion6 100 pL de buffer TE (Tris-EDTA) a cada tubo con la
pastilla celular bacteriana. Los tubos fueron agitados para lisar las paredes
celulares. Posteriormente el robot QIAcube adicion6 350 pL de buffer RLT
(amortiguador de pH de lisis con Isotiocianato de guanidina con 100 ul/mL de -
mercaptoetanol) que permitio inactivar las RNAsas y favorecer la union del RNA a
la membrana de silice de la columna utilizada en el QlAcube.

Al término el equipo adiciond 350 pL de etanol al 95% para homogeneizar el lisado,
mezcld suavemente los tubos y transfiri6 700 uL de la mezcla a la columna
contenida en un tubo de 2 mL, centrifugd los tubos a 10 000 rpm durante 15
segundos Y el liquido de flujo fue desechado. Después adicion6 700 pL del buffer
de lavado RW1 (Cloruro de guanidina y etanol) a la columna, para la eliminacién de
biomoléculas no deseadas y centrifugd a 10,000 rpm durante 15 segundos,
nuevamente el liquido de flujo fue desechado. Al término el robot adicion6 500 pL
de buffer RPE (amortiguador de pH de lavado con 4 volumenes de etanol al 96%) a
la columna que permitié eliminar los rastros desales, que todavia estaban en la
columna debido a los buffers utilizados anteriormente en el protocolo y el equipo
centrifug6 a 10,000 rpm durante 15 segundos para lavar la membrana, el liquido de
flujo fue descartado. Nuevamente adicion6 500 ul de buffer RPE a la columna y
centrifugd a 10,000 rpm durante 2 minutos para volver a lavar la membrana y

remover restos de sales, descartando nuevamente el liquido de flujo.

Finalmente, el robot movié y depositd la columna en un tubo colector nuevo de 2
mL, centrifugd durante 1 minuto y el equipo adicioné 30 pL de agua libre de RNAsas
directamente sobre la membrana de la columna y centrifugd a 10,000 rpm durante
1 minuto para obtener el RNA. La concentracion total del RNA se midio utilizando el
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Debido a la inestabilidad del

RNA, inmediatamente se realiz0 la reverso transcripcion a cDNA
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Reversotranscripcién

Se utilizé el equipo comercial QuantiTec Reverse Transcription (Qiagen®) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Primero se realizo la eliminacion de DNA gendmico.
Para un volumen final por mezcla de reaccion de 14 ul se agregaron cada uno de
los siguientes componentes: Para cada muestra se deposité en un tubo eppendorf
2 puL de gDNA Wipeout buffer7x®, 7 uL de H20libre de RNAsas y 5 UL de RNA
molde. Posteriormente se incubd a 42°C durante 2 minutos, e inmediatamente se

coloco en hielo.

Para la reverso transcripcion se preparé la mezcla de reaccion en un tubo eppendorf
con todos los componentes necesarios para la sintesis de la primera cadena de
cDNA: 1 pL de Quantiscript Reverse Transcriptasa®, 4 uL Quantiscript RT buffer
5x®, 1 pL RT Primer mix® y 14 pL de RNA templado (obtenido de la reaccion
anterior) para un volumen final de reaccién de 20 uL. Posteriormente los tubos se
incubaron a 42°C por 15 minutos. Para inactivar la transcriptasa reversa el tubo se

incub6 en un termoblock a 95°C durante 3 minutos.

La concentracion total del cDNA se midié utilizando un espectrofotdmetro Nanodrop
2000 (Thermo Scientific). Para realizar la PCR en tiempo real, es necesaria una
concentracion minima de 100 ng/mL, por lo cual se realiz6 una dilucion 2:5 (20 pL
de cDNA'y 30 uL de agua libre de nucleasas). Al final se obtuvieron concentraciones
de cDNA de aproximadamente 500 — 700 ng/ mL, que se almacenaron a -20°C hasta

su utilizacién para PCR en tiempo real.

Expresion de marcadores de virulencia

Los oligonucledtidos utilizados para la expresion de los genes de virulencia fueron
los mismos que se utilizaron para la identificacion por PCR convencional. Se utilizé
el aparato de PCR en Tiempo Real Corbette® (Rotor Gene) (Figura 6). El volumen
final por mezcla de reaccion fue de 24 pL: 12.5 pL de la Master Mix SYBRGreen
PCR (QIAgen), 1 pL del oligonuclettido Forward (10 pmol, INTEGRATED DNA
TECHNOLOGIES), 1 pL del oligonucleétido Reverse (10 pmol), 9.5 pL de agua libre
de nucleasas y 1 pL de cDNA templado (500 ng/uL).
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Figura 6. Equipo para PCR en tiempo real Corbett® Rotor Gene.

Las condiciones de amplificacion fueron: Desnaturalizacion inicial 95° C por 5 min,
40 ciclos de desnaturalizacién 95°C por 5 seg, alineamiento y extension 60° C por
10 seg. El control interno para cada ensayo fue el gen rpoB que codifica la
subunidad 3 de la ARN polimerasa bacteriana. La cepa de Klebsiella pneumoniae
ATCC 700721 se utilizé como control positivo en cada ensayo. La melting point (Tm)
se realizé en cada corrida de PCR en Tiempo Real para diferenciar los productos

especificos e inespecificos.

Analisis estadistico

Se realiz6 una Xi? (p<0.05) para identificar diferencias significativas entre la
expresion de los genes de las cepas crecidas en medio de cultivo infusion cerebro-
corazén (BHI) y en caldo de soya tripticaseina (ST).
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ANALISIS DE RESULTADOS

Origen de las cepas

Se analizaron cinco cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas previamente de
pacientes con infeccion respiratoria (n=2), infeccion cervicovaginal, (n=1), infeccién
de vias urinarias (n=1) y bacteremia (n=1) del Hospital Regional No. 72 y de la
Unidad de Medicina Familiar (UMF) No. 64 del Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS). De las muestras analizadas el 80% (n=4) fueron mujeres y el 20% (n=1)
hombres (Figura 7).

La edad de los pacientes infectados se encontré en el rango de 21 a 60 afios (Figura
8). El rango de edad mas abundante fue de 51-60 afios con el 60% (n=3), seguidos
por los de 21-30 y 31-40 con el 20% (n=1), en cada caso.

= Femenino

m Masculino

Figura 7. Distribucion por sexo de los pacientes.
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Figura 8. Distribucion de los pacientes por rango de edad.

Identificacidén de Klebsiella pneumoniae

La identificacion de las cinco cepas se realiz6 por PCR de punto final mediante la
amplificacion del gen 16-23S rRNA. El tamafio del amplicon fue de 130 pb (Figura
9).

i w — W . < 130Pb

- .

Figura 9. Deteccién de K. pneumoniae por PCR mediante amplificacién del gen 16-23S rRNA
(130 pb). Carriles 1-3y 5-6: cepas de K. pneumoniae de pacientes. Carril 4: Marcador de
peso molecular (MWM:100-pb). Carril 7: Control positivo (K. pneumoniae ATCC 700721).

Carril 8: Control negativo (sin DNA molde).
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Frecuencia de los genes de virulencia de K. pneumoniae asociados a los
diagnosticos clinicos de los pacientes.

En la tabla 6 se observa la distribucion de los genes de virulencia fimH-1 (Figura
10), kpn (Figura 11), mrkD (Figura 12), ycfM (Figura 13), rmpA (Figura 14) y magA
(Figura 15) de K. pneumoniae (n= 5) segun el diagnédstico clinico. El diagnostico
mas frecuente fue la infeccidn respiratoria con 40% (n=2), seguido de las
infecciones cervicovaginales, infecciones en el tracto urinario (ITU) y bacteremia,
cada uno con el 20% (n=1). Por otro lado, los genes fimH-1, kpn y mrkD con funcion
de sintesis de adhesinas, se encontraron en el 100% de las cepas (n=5), al igual
que el gen ycfM relacionado con la formacion de cépsula, mientras que rmpA y
magA asociados con la hipermucoviscosidad, fueron encontrados en el 80% (n=4)

y 60% (n=3) respectivamente.

Tabla 6. Frecuencia de los genes de virulencia en pacientes con diferentes diagnésticos.

.. Infecciones .
Infeccion . Infecciones de .
cervico- Bacteremia Total

respiratoria . vias urinarias
vaginales

Funcion Gen

n=2 n=1 n=5

No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)

fimH-1 2 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 5(100)

Adhesinas kpn 2 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 5(100)

mrkD 2 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 5(100)

. ycfM 2 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100) 5(100)
Capsula/

hipermuco-| rmpA 2 (100) 1 (100) 1 (100) 0 4 (80)
viscosidad

magA 1 (50) 1 (100) 1 (100) 0 3 (60)
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Figura 10. Deteccion por PCR del gen fimH-1 (688 pb el amplic6n) en cepas de K.
pneumoniae. Carriles 1-3, 5y 6: fimH-1 en cepas de K. pneumoniae de pacientes. Carril 4:
Marcador de peso molecular (MWM: 100-pb). Carril 7: Control positivo (K. pneumoniae ATCC
700721). Carril 8: Control negativo (sin DNA molde).

Figura 11. Deteccion por PCR del gen kpn (626 pb el amplicén) en cepas de K. pneumoniae.

Carriles 1-3, 5y 6: kpn en cepas de K. pneumoniae de pacientes. Carril 4: Marcador de peso

molecular (MWM: 100-pb). Carril 7: Control positivo (K. pneumoniae ATCC 700721). Carril 8:
Control negativo (sin DNA molde).

35



Figura 12. Deteccién por PCR del gen mrkD (240 pb el amplicén) en cepas de K.
pneumoniae. Carriles 1-3, 5y 6: mrkD en cepas de K. pneumoniae de pacientes. Carril 4:
Marcador de peso molecular (MWM: 100-pb). Carril 7: Control positivo (K. pneumoniae ATCC
700721). Carril 8: Control negativo (sin DNA molde).

Figura 13. Deteccidon por PCR del gen ycfM (160 pb el amplicén) en cepas de K. pneumoniae.

Carriles 1-3, 5y 6: ycfM en cepas de K. pneumoniae de pacientes. Carril 4: Marcador de peso

molecular (MWM: 100-pb). Carril 7: Control positivo (K. pneumoniae ATCC 700721). Carril 8:
Control negativo (sin DNA molde).
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Figura 14. Deteccion por PCR del gen rmpA (535 pb el amplicén) en cepas de K.
pneumoniae. Carriles 1, 3y 5: rmpA en cepas de K. pneumoniae de pacientes. Carril 4:
Marcador de peso molecular (MWM: 100-pb). Carril 2: Cepa negativa para el gen. Carril 6:
Control positivo (K. pneumoniae ATCC 700721). Carril 8: Control negativo (sin DNA molde).

M WS - 1232pb

Figura 15. Deteccién por PCR del gen magA (1282 pb el amplicén) en cepas de K.
pneumoniae. Carriles 3y 5: magA en cepas de K. pneumoniae de pacientes. Carril 4;
Marcador de peso molecular (MWM: 100-pb). Carril 1y 2: Cepa negativa para el gen. Carril 6:
Control positivo (K. pneumoniae ATCC 700721). Carril 8: Control negativo (sin DNA molde).
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Patrones de asociaciéon

Como se observa en la tabla 7, se presentaron cinco patrones diferentes de

asociacion de los genes estudiados. El patrén No. 1
(fimH/yctM/kpn/mrkD/rmpA/magA), conformado por los seis genes estudiados, se
identifico en las cepas obtenidas de infeccion en vias urinarias (n=1) y cervico-
vaginal (n=1). El patrén no. 2 (fimH/ycfM/kpn/mrkD/rmpA) se presento en la cepa
asociada a infeccion respiratoria (n=1). El patrén no. 3 presentd dos genes de
adhesinas (kpn y mrkD) y dos genes de protectinas (magA y rmpA) y se encontrd
en un paciente con infeccién respiratoria (n=1). El patrén no. 4 conformado por tres
genes de adhesion (fimH, kpn, mrkD) y de un gen de protectinas (ycfM) se identificd

en un paciente con bacteremia (n=1).

Tabla 7. Patrones de genes de virulencia de acuerdo con el origen de las diferentes cepas.

Origen

Infeccidn
vias cervico-
urinarias vaginal
n=1 n=1
No. (%) No. (%)

Infeccién en .. .
Infeccion Porcentaje

. . Bacteremia n=5
respiratoria =1
n=2 N n= ~ No. (%)
No. (%) ® ),

Patréon

1 | fimH/ycfM/kpn/mrkD/rmpA/magA 1 (100) 1(100) 0 0 2 (40)
2 fimH/ycfM/kpn/mrkD/rmpA 0 0 1(50) 0 1(20)
3 ycfM/kpn/mrkD/magA 0 0 1 (50) 0 1(20)
4 fimH/ycfM/kpn/mrkD 0 0 0 1(100) 1(20)

Deteccidn de la expresion de los genes de virulencia de K. pneumoniae

La expresion de los genes en las cepas sembradas en medio soya tripticaseina (ST)
e infusién cerebro-corazon (BHI) se observa en la tabla 8. Los genes de adhesinas
kpn (Figura 17) y mrkD (Figura 18), asi como el gen de la capsula ycfM (Figura 19)
se expresaron en el 100% (n=5) de las cepas en ambos medios de cultivo.

Asimismo, fimH-1 (Figura 16) se expreso en el 100% (n=5) de cepas en medio BHI,
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mientras que las cepas en medio ST expresaron este mismo gen en un 60% (n=3).

Por otro lado, rmpA y magA relacionados con la hipermucoviscosidad, no se

expresaron en ninguna de las cepas de K. pneumoniae en los distintos medios.

Tabla 8. Expresién de los genes de virulencia detectada por PCR en tiempo real en pacientes
con diferentes diagndsticos.

Funcién

Gen

Infeccién

respiratoria

n=2

Infecciones
cervico-
vaginales

n=1

Infecciones de
EGEWED

n=1

Bacteremia

n=1

No. (%) No. (%) No. (%) No. (%) No. (%)
ST BHI ST BHI ST BHI | ST | BHI | ST | BHI
fimH-1 | 2(100)| 2(100)| 0 |1(¢100)| o0 [1(100)|1 (100) |1 (100) | 3 (60) |5 (100)
Adhesinas | kpn | 2(100)| 2 (100) | 1 (100) | 1 (100) | 1 (100) |1 (100) | 1 (100) | 1 (100) | 5 (100) | 5 (100)
mrkD | 2 (100) | 2 (100) | 1 (100) | 1 (100) | 1 (100) |1 (100) | 1 (100) | 1 (100) | 5 (100) | 5 (100)
yefM | 2(100) | 2 (100) | 1 (100) | 1 (100) | 1 (100) |1 (100) | 1 (100) | 1 (100) | 5 (100) | 5 (100)
Capsula/
h'per_'“”“ rmpA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
viscosidad
magA 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Figura 16. Deteccion de la expresién del gen fimH-1 en cepas de K. pneumoniae por PCR en
tiempo real, utilizando el kit Rotor Gene SYBR Green PCR (Qiagen). a) Cepas en medio soya
tripticaseina (ST). b) Cepas en medio infusion cerebro- corazén (BHI). La corrida fue
realizada en el equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett), la lectura se realizé en el canal verde.
House Keeping: Gen rpoB (Control interno). Control positivo: K. pneumoniae ATCC 700721.
NTC: Control sin DNA molde (Non control template).
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Figura 17. Deteccién de la expresion del gen kpn en cepas de K. pneumoniae por PCR en
tiempo real, utilizando el kit Rotor Gene SYBR Green PCR (Qiagen). a) Cepas en medio soya
tripticaseina (ST). b) Cepas en medio infusién cerebro- corazon (BHI). La corrida fue
realizada en el equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett), lalectura se realizé en el canal verde.
House Keeping: Gen rpoB (Control interno). Control positivo: K. pneumoniae ATCC 700721.
NTC: Control sin DNA molde (Non control template).
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Figura 18. Deteccioén de la expresiéon del gen mrkD en cepas de K. pneumoniae por PCR en
tiempo real, utilizando el kit Rotor Gene SYBR Green PCR (Qiagen). a) Cepas en medio soya
tripticaseina (ST). b) Cepas en medio infusion cerebro- corazén (BHI). La corrida fue
realizada en el equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett), lalectura se realizé en el canal verde.
House Keeping: Gen rpoB (Control interno). Control positivo: K. pneumoniae ATCC 700721.
NTC: Control sin DNA molde (Non control template).
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Figura 19. Deteccion de la expresiéon del gen ycfM en cepas de K. pneumoniae por PCR en
tiempo real, utilizando el kit Rotor Gene SYBR Green PCR (Qiagen). a) Cepas en medio soya
tripticaseina (ST). b) Cepas en medio infusion cerebro- corazén (BHI). La corrida fue

realizada en el equipo Rotor-Gene 6000 (Corbett), lalectura se realizé en el canal verde.

House Keeping: Gen rpoB (Control interno). Control positivo: K. pneumoniae ATCC 700721.
NTC: Control sin DNA molde (Non control template).
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Analisis estadistico

El andlisis estadistico a través de la prueba de Xi? (p<0.05) arroj6 que
estadisticamente no existen diferencias significativas en la expresion de los genes
de adhesinas y protectinas en las cepas crecidas en los dos medios de cultivo: caldo

infusion cerebro corazon (BHI) y soya tripticaseina (ST).
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DISCUSION

Pacientes analizados

En este estudio se encontré que el 80% de las cepas de Klebsiella pneumoniae
analizadas provinieron de mujeres y el 20% de hombres (Figura 7). La elevada
frecuencia de infecciones en mujeres en este estudio coincide con lo descrito en un
estudio realizado en cepas hospitalarias de K. pneumoniae (n=40), donde el 55%
correspondio a mujeres y el 45% a hombres (Dehghan et al., 2017). En otro estudio
realizado por Ikeda et al. (2016) del total de cepas analizadas (n=68), el 72% fueron

de hombres y sélo el 28% de mujeres.

La edad de los pacientes estudiados se encontré en el rango de 29 hasta los 60
afos, siendo mas abundante el grupo de pacientes entre los 51 a 60 afios con el
60% (Figura 8). Este porcentaje coincide con lo descrito por Cubero et al. (2015),
en el cual analizaron un grupo de cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes
con distintas edades, principalmente de personas mayores a los 53 afos
representando el 62%, mientras que, en otro estudio llevado a cabo en cepas de
bacterias causantes de infecciones vaginales, entre las cuales obtuvieron muestras
de Klebsiella pneumoniae de pacientes mayores a 50 afios (Acevedo y Castillo,
2019)

Identificacion de Klebsiella pneumoniae en cepas de distinto origen

Klebsiella pneumoniae es un patdgeno oportunista que ocasiona infecciones
respiratorias de las vias altas y también de las vias bajas, como neumonia. La
neumonia es una infeccion causada por K. pneumoniae que puede ser adquirida en
la comunidad o en los hospitales. Aproximadamente el 12% de las infecciones
respiratorias nosocomiales en el mundo son provocadas por K. pneumoniae (Deniz
y Aks0z, 2015; Ashurst y Dawson, 2018).

En este estudio se analizaron dos cepas de K. pneumoniae aisladas de pacientes

con infecciones respiratorias con edades comprendidas en el intervalo de 50-60
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afnos, que coincide con un estudio realizado recientemente en cepas de K.
pneumoniae (n=34) aisladas de pacientes (51 a 60 afios) con neumonia (Exposito
et al., 2018). De igual forma, lkeda et al. (2016), tomaron 68 muestras de esputo en
pacientes con infecciones respiratorias, de las cuales 21 fueron identificadas como

neumonia causada por Klebsiella pneumoniae.

La poblacion microbiana del tracto cervico-vaginal es muy heterogénea ya que esta
compuesta de una gran diversidad de especies bacterianas. A pesar de que K.
pneumoniae se ha encontrado como parte de la microbiota vaginal en mujeres
sanas (Mufoz, 2019), también esta asociada a infecciones cervico-vaginales, la
mayoria de las cuales son obtenidas a través de las heces debido a la cercania con
la cavidad vaginal. Como se observa en la Tabla 6, se analizdé una cepa de una
paciente que presento infeccidn cervico-vaginal provocada por K. pneumoniae, esto
coincide con Calle (2017) que reporté que, de 168 muestras procesadas obtenidas
de exudados vaginales, aunque la mayoria de ellas presentaron un cultivo
perteneciente a la especie Escherichia coli (37.9%), también en el 19.5% se
encontro Klebsiella pneumoniae. De acuerdo con Siu-Au et al. (2011), Klebsiella
pneumoniae ha sido encontrada en muestras de secreciones vaginales a causa de

una infeccion, sin embargo, no es la especie bacteriana mas frecuente.

Se ha estudiado que Klebsiella pneumoniae se encuentra intimamente relacionada
con el desarrollo de infecciones en vias urinarias (IVUs) siendo de los
microorganismos mas frecuentemente aislados de este padecimiento junto con
Escherichia coli, Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Enterococcus spp. ¥y
Proteus spp. (Acevedo y Castillo, 2019). Este tipo de infecciones es comun tanto en
hombres como en mujeres (Golebiewska, et al., 2019), sin embargo, debido a que
en la prostata se pueden identificar ciertos procesos infecciosos urinarios, la
prevalencia de IVUs aumenta en varones en medida que existe una obstruccion por
patologia prostatica o simplemente con el paso de los afios (Andreu, et al., 2011).
En este estudio se obtuvo una cepa de un paciente vardn con infeccién en vias

urinarias (100%), que al igual que lo reportado por Veldzquez y colaboradores en
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2017 fue causada por la bacteria K. pneumoniae, teniendo mayor prevalencia en

hombres (19%) que en mujeres (14%).

Diversas especies del género Klebsiella son patdégenos asociados a la bacteremia,
sobre todo en nifios menores de 5 afios provenientes de Africa, siendo una de las
principales causas de muerte segun estudios post-mortem (Massinga et al., 2021).
De acuerdo con la Tabla 6, en este trabajo, una cepa fue aislada de un paciente con
bacteremia que coincide con un estudio realizado en 2019 por Balkhair et al. en
adultos mayores a 18 afios con bacteremia de los cuales se aislaron cepas no sélo
de Klebsiella pneumoniae, sino también de P. aeruginosa y A. baumannii. Asimismo,
en un estudio fueron aisladas cepas hipervirulentas de K. pneumoniae en pacientes

adultos hospitalizados con bacteremia (Lespada et al., 2019).

Presencia de genes de virulencia

El fenotipo hipermucoviscoso de Klebsiella pneumoniae estd asociado
principalmente a dos factores de virulencia: rmpA (regulator of mucoid phenotype
A) (Figura 14) y magA (mucoviscosity associated gene A) (Figura 15), en este
trabajo se detectdé ambos genes en la cepa obtenida de infeccidén en vias urinarias
(Tabla 6), contrastado con lo reportado por Golebiewska y cols (2019) que
observaron que el gen rmpA fue encontrado sélo en el 6.6% de las cepas aisladas
con las que trabajaron aisladas de pacientes con IVUs y que el gen magA que
codifica para un polisacarido capsular no fue detectado en ninguna cepa. En
cambio, Massinga et al. (2021) reportaron la presencia de los genes rmpA (9%) y
magA (8%) en cepas de Klebsiella pneumoniae aisladas de pacientes con
bacteremia, en contraste, en el presente estudio la cepa del paciente con

bacteremia no se detecto con los factores de virulencia rmpA y magA (Tabla 6).

En un estudio realizado en 2016 arrojo que el gen mrkD (Figura 12) fue el que mas
prevalecié en las cepas aisladas (Ranjbar et al., 2016). Esto coincide con lo obtenido
en este trabajo, ya que este gen que codifica para la fimbria tipo 3, también se

detectd en el 100% de las cepas indistintamente del diagnostico de los pacientes
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(Figura 11), mientras que en el estudio de Ikeda et al. (2019) se reporté la presencia
de mrkD en el 81% de las cepas de neumonia (n=21) y en el 95% de cepas de IVUs
(n=28).

De igual forma, el gen fimH (Figura 10) que codifica para la fimbria tipo 1 (Tabla 1)
fue identificado en el 100% de las cepas, sin embargo, se expresé Unicamente en
las cepas que fueron crecidas en medio BHI, ya que en las cepas crecidas en el
caldo de Soya Tripticaseina no se expreso6 en las muestras obtenidas de infeccién
en vias urinarias ni de infeccién cervico-vaginal (Tabla 8). Caneiras y colaboradores
en su trabajo de 2019 reportaron resultados similares, pues detectaron a los genes
de adhesinas fimH (96%) y mrkD (90%) como los mas frecuentes en las cepas

estudiadas que fueron inoculadas en medio BHI.

A pesar de que kpn (Figura 11) codifica también para fimbria tipo 1, fue reportado
por El Fertas-Aissani et al. (2013) s6lo en el 63% de las cepas estudiadas que aislé
de orina, sangre, secrecion pulmonar y liquido ascitico, en contraste, en este
trabajo, kpn fue detectado en todas las cepas (Tabla 6). Del mismo modo, se
encontré kpn como gen predominante en cepas de K. pneumoniae aisladas de IVUs
(75%) (Golebiewska et al., 2019).

Los genes asociados a la capsula, como ycfM (Figura 13) que codifica para una
lipoproteina de membrana externa, promueven la infeccibn de Klebsiella
pneumoniae mediante la resistencia a fagocitosis (Deniz y Aksoz, 2015). Este gen
fue encontrado en el 100% de las cepas analizadas (Tabla 6) sin importar de donde
fueron aisladas, lo cual coincide con lo reportado por Massinga et al. (2021) que
observd la presencia de ycfM en 43% de las cepas obtenidas de pacientes con
bacteremia. De igual forma, el gen codificante para lipoproteina de membrana
externa ha sido encontrado en cepas de K. pneuoniae provenientes de IVUs (70%)
(Golebiewska et al., 2019).
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Expresiéon de genes de virulencia

En este trabajo se observo la expresion de fimH (Figura 16) y kpn (Figura 17), que
codifica para adhesina similar a fimH, en todas las cepas aisladas (Tabla 8). En
Klebsiella pneumoniae el gen que codifica para la fimbria tipo 1 (fimH) corresponde
a un operon homologo al de Escherichia coli. La expresion del operon fim, al igual
que en E. coli, es controlada por un elemento promotor invertible y se ha visto

expresada en ratas con IVUs (Rosen et al., 2008).

Asimismo, Willsey et al. (2018) mediante RT-PCR estudio la expresion de genes
mrk (ABC) que codifican para la fimbria tipo 3 en cepas de K. pneumoniae de
infecciones en vias respiratorias, siendo mrkA el factor de virulencia mas
prevaleciente, estos resultados son similares a los obtenidos en este trabajo, ya que
en el 100% de las cepas estudiadas fue expresado el gen mrkD (Figura 18).

El fenotipo hipermucoviscoso de Klebsiella pneumoniae se relaciona con la
adquisicion de plasmidos que contienen el gen A de hipermucoviscosidad (magA),
caracteristico del operén capsular K1, y del gen regulador del fenotipo mucoide
(rmpA). Estos factores de virulencia son mediados por la capsula y LPS, lo cual
favorece la capacidad de la bacteria para producir biopeliculas (Yinec et al., 2020;
Cubero et al., 2016). Las biopeliculas son comunidades de microorganismos en una
matriz producida por ellos mismos, lo cual favorece su adhesion a superficies

(Ortega-Pefna y Hernandez-Zamora, 2018).

Las cepas de K. pneumoniae fueron inoculadas en caldo soya tripticaseina (ST) y
caldo infusiéon cerebro- corazon (BHI) por lo cual, no existia como tal una superficie
a la cual pudieran adherirse en forma de biopelicula, debido a esto podemos inferir
que, bajo estas condiciones, no fue necesaria la expresion de estos genes
relacionados con la hipermucoviscosidad de la bacteria, sin embargo, para poder

afirmarlo, se requiere experimentacion adicional.

Es posible que la expresion de estos marcadores de virulencia ocurra durante los
procesos infecciosos de los pacientes, por lo que seria interesante establecer la

expresion de estos genes utilizando modelos in vitro de infeccion en lineas celulares
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humanas, que se asemejen mas al epitelio del hospedero donde normalmente se

desarrolla K. pneumoniae.

Hasta el momento no existen muchos estudios de investigacion relacionados con la
expresion de factores de virulencia en Klebsiella pneumoniae, por lo que resulta

importante abrir nuevas lineas de investigacion sobre ello.
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CONCLUSIONES

e La mayoria de las cepas de K. pneumoniae analizadas provinieron de
mujeres mayores de 51 afos.

e Las cepas de K. pneumoniae estudiadas ocasionaron infecciones
respiratorias, infecciones vaginales, asi como infecciones de las vias
urinarias y bacteremia.

e Los genes de virulencia fimH-1, kpn, mrkD y ycfM involucrados en la
adhesién y formacién de biopelicula fueron encontrados en todas las cepas
siendo indistinto el diagndstico de los pacientes.

e Los genes rmpA y magA asociados a la hipermucoviscosidad no fueron
detectados en la cepa asociada a bacteremia.

e El patron de genes mas frecuente en las cepas fue aquel que incluia los seis
genes estudiados y se encontré en comun en la cepa de infeccion en vias
urinarias e infeccion cervico-vaginal.

e La expresion de genes kpn, mrkD y ycfM fue observada en todas las cepas
independientemente del medio de cultivo utilizado o el diagnostico de los
pacientes.

¢ No se detecto la misma frecuencia de expresion del gen fimH-1 en el medio
ST que en el medio BHI, sin embargo, el andlisis estadistico sugiere que no
existen diferencias significativas entre ambos medios.

e Aguellos genes asociados a la hipermucoviscosidad no se expresaron en
ninguna de las cepas de los pacientes con diferentes infecciones, por lo cual
es conveniente futuros estudios descartando ciertas variables.

e La elevada expresion de los genes de virulencia demostré la capacidad de

las cepas para ocasionar infecciones graves en los pacientes hospitalizados.
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