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RESUMEN

Klebsiella pneumoniae es un microorganismo oportunista relacionado con las
Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS), y en los dltimos afios su
resistencia a los antimicrobianos se ha incrementado en diversas regiones del
mundo. La biologia molecular proporciona técnicas para discriminar entre distintas
cepas de una misma especie. Entre las técnicas moleculares disponibles destaca la
técnica de “Tipificacion Multilocus de Secuencias” (por sus siglas en inglés, MLST).

El presente trabajo plantea la tipificacion de una coleccion de cepas de Klebsiella
pneumoniae aisladas en un hospital pediatrico de tercer nivel, que forma parte de la
Red del Programa Universitario para el Control de la Resistencia Antimicrobiana
(PUCRA) del Programa Universitario de Investigacion sobre Riesgos
Epidemiolégicos y Emergentes (PUIREE) de la Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM), a través de la técnica MLST.

Se amplificaron y secuenciaron siete genes conservados de 20 aislamientos de
origen clinico de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos, recibidos entre los
afios 2020 y 2021 a la Red del PUCRA. Se obtuvieron 9 secuencias tipo (ST's), y
con ello se logré determinar la relacion clonal de estas a partir de su analisis
bioinformatico.

Se concluyé que los aislamientos identificados como K. pneumoniae del hospital
mencionado, recibidos a la Red PUCRA, no pertenecen a una misma clona.



1. INTRODUCCION

1.1. Klebsiella pneumoniae
El género Klebsiella es un grupo de bacterias bacilares gram negativas,
encapsuladas, inmoviles, anaerobias facultativas y oxidasa negativas (Brisse et al.,
2006), que pertenecen a la familia de las Enterobacterales. Cepas de este género
se aislaron por primera vez a fines del siglo XIX y Trevisan (1885) las nhombré en
honor al microbiélogo aleman Edwin Klebs (1834-1913) (Paczosa y Mecsas, 2016).

Algunos autores describen 5 especies del género Klebsiella spp. (Otman et al.,
2007), sin embargo, solo algunas de ellas son de importancia clinica como lo son:
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Klebsiella aerogenes y Klebsiella
variicola. Por ello, sus caracteristicas bioquimicas son importantes para identificar
la especie (Tabla 1). La prueba que diferencia a K. pneumoniae de las otras
especies mencionadas es la de indol; para K. pneumoniae el resultado es negativo
y para las demas es positivo.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas de identificacion para K. pneumoniae.

Fermentacion Voges- Produccién Movilidad Lisina Utea Citrato Rojo de

de lactosa Proskauer de gas metilo ik, Sdcaross

Prueba Indol

Resultado - + + + = + + + - + +

KCN: Cianuro de potasio. Adaptado de Patel et al., 2017; Otman et al., 2007.

Klebsiella pneumoniae es una especie de importancia nosocomial, ya que es un
patbgeno oportunista capaz de causar numerosas afecciones potencialmente
mortales como neumonias, infecciones del tracto urinario, bacteriemias y abscesos
hepaticos (Paczosa y Mecsas, 2016).

El tracto gastrointestinal de los pacientes y las manos del personal hospitalario son
los principales reservorios de esta bacteria. La capacidad de este organismo para
propagarse rapidamente a menudo conduce a brotes nosocomiales, especialmente
en unidades neonatales (Podschun y Ullmann, 1998). Ademas, el equipo médico
(contaminado debido a procedimientos de higiene defectuosos) puede favorecer la
transmision y permanencia de Klebsiella en el &mbito hospitalario.

Varios estudios han demostrado que la tasa de mortalidad por patdgenos gram
negativos en las Unidades de Cuidados Intensivos Neonatales oscila entre el 10 %
y el 67,7 %, y aumenta en presencia de resistencia a carbapenémicos, bacteriemia,



uso inadecuado/retrasado de antibidticos empiricos y enfermedades subyacentes
(Bor y llhan, 2021).

La aparicion de cepas de Klebsiella pneumoniae resistentes a los carbapenémicos
(por sus siglas en inglés, CRKP) que también muestran resistencia a otros grupos
de antibioticos y, sumado a las limitadas opciones terapéuticas disponibles, se han
convertido en una amenaza urgente para la salud de la poblacién
inmunocomprometida. Las vacunas y los anticuerpos, especialmente los que se
dirigen a los polisacaridos capsulares, pueden ser opciones de tratamiento y
prevencion novedosas y eficaces. Debido a la elevada mortalidad, es importante
comprender la propagacion de CRKP en poblaciones pediatricas.

Esta especie clasifica como uno de los organismos ESKAPE (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter), que son la principal causa
de infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS) en el mundo, y que se
han agrupado bajo ese acronimo debido a que escapan facilmente a la accion de
los antibidticos (Navon-Venezia et al., 2017).

Klebsiella pneumoniae emplea muchas estrategias para crecer y protegerse de la
respuesta inmunitaria del huésped. Su patogenicidad esta impulsada por una amplia
gama de factores que interactian y que estan presentes en todas las cepas.

1.1.1. Importancia en infecciones asociadas a la atencion de la salud (IAAS)
Las IAAS, se definen de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
como “aquellas infecciones que afectan a un paciente durante el proceso de
asistencia en un hospital o Centro Sanitario, que no estaba presente, ni en periodo
de incubacibn al momento de su ingreso y que pueden inclusive llegar a
manifestarse después del alta del paciente” (RHOVE, 2023).

Para contraer una infeccién por Klebsiella, una persona debe estar expuesta a la
bacteria. Por ejemplo, Klebsiella debe ingresar al tracto respiratorio para causar
neumonia, o a la sangre para causar una infeccion en el torrente sanguineo.

En entornos de atencién médica, Klebsiella se puede propagar a través del contacto
persona a persona (por ejemplo, de un paciente a otro paciente por medio de las
manos contaminadas del personal de atencién médica) o, con menos frecuencia, a
través de la contaminacion del medio ambiente, pues los pacientes también pueden
estar expuestos a este microorganismo cuando estan conectados a ventiladores
(dispositivos que los asisten para respirar) o tienen catéteres intravenosos (en las
venas) o heridas (causadas por lesiones o cirugia), que actian como via de entrada.



Desafortunadamente, los dispositivos médicos y condiciones intrahospitalarias
pueden permitir que dicho patdgeno ingrese al cuerpo y cause una infeccion o
enfermedad.

La higiene de manos es la medida mas importante para la prevencion y control de
las IAAS, las cuales pueden derivar en una respuesta inflamatoria mejor conocida
COMmo sepsis.

En 2005, la OMS lanzé el primer reto mundial por la seguridad del paciente llamado:
“Una atencion limpia es una atencién mas segura”. Este se encuentra encaminado
a que todos los profesionales de la salud realicen higiene de las manos durante los
procesos de atencién a la salud, como una medida primordial para disminuir las
IAAS. (WHO, 2005)

Segun éste programa, durante el contacto con los pacientes hay que cumplir la
exigencia de higiene de las manos en cinco momentos clave, preferiblemente
mediante un desinfectante a base de alcohol o lavandoselas con agua y jabon si
estan claramente sucias. Esos cinco momentos son los siguientes:

e Antes de tocar al paciente;

¢ Antes de iniciar procedimientos que exigen limpieza y asepsia (por ejemplo
la insercion de dispositivos tales como catéteres);

e Después de entrar en contacto con humores corporales;

e Después de tocar al paciente;

e Después de tocar objetos del entorno del paciente.

La Secretaria de Salud en México, a través de la Norma Oficial Mexicana NOM-045-
SSA2-2005, para la vigilancia epidemiologica, prevencién y control de las
infecciones nosocomiales; indica que “la higiene de manos debe realizarse por todo
el personal de salud al entrar en contacto con el ambiente hospitalario”.

La Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiologica (RHOVE) de la Secretaria de
Salud, en su Boletin “Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud”, sefalé que
K. pneumoniae se encuentra en el tercer lugar de los 10 principales
microorganismos causantes de IAAS notificadas a la plataforma RHOVE, en el
periodo de enero a diciembre de 2022. (Figura 1). La RHOVE sefala la presencia
de la mayor parte de estos agentes como un indicador de falta de apego a acciones
de prevencién y control como la higiene de manos, la calidad del agua, la adecuada
desinfeccion del ambiente, entre otros (RHOVE, 2023).



Figura 1. Los 10 principales microorganismos aislados causantes de IAAS,
notificadas a la plataforma de la RHOVE, México, del 1ro. de enero al 31 de
diciembre de 2022.
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pneumoniae se encuentra en el tercer lugar de esta lista. Tomado de Plataforma de la RHOVE/
con corte al 28 de febrero de 2023/SS/DGE/DIE.



1.1.2. Factores de virulencia
La patogenicidad de K. pneumoniae se encuentra asociada a varios factores de
virulencia que le permiten evadir los mecanismos inmunitarios innatos del huésped.
Estos factores incluyen a la capsula, lipopolisacéaridos (LPS), fimbrias y sideréforos.
(Figura 2)

Figura 2. Representacion de los factores de virulencia de Klebsiella
pneumoniae.
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Se representan los 4 factores de virulencia asociados a la patogenicidad de K. pneumoniae: capsula,
LPS, fimbrias y sider6foros. Adaptado de Paczosa y Mecsas, 2016.

1.1.2.1. Céapsula

La capsula es una elaborada matriz de polisacaridos que recubre toda la superficie
celular y brinda resistencia contra muchos mecanismos de defensa del huésped, ya
gue previene la fagocitosis al mismo tiempo que inhibe la lisis y la opsonizacion
mediadas por el complemento (Riwu et al., 2022). Se considera que la capsula es
la propiedad de virulencia dominante. En K. pneumoniae, se han informado al
menos 77 polisacaridos distintos (designados como antigenos K) (Schembri et al.,
2005).

1.1.2.2. Lipopolisacarido (LPS)
El LPS, también conocido como endotoxina, es un componente importante y
necesario de la capa externa de la membrana celular de todas las bacterias gram
negativas. El polisacarido capsular (antigeno K) y el lipopolisacarido (antigeno O)
de Klebsiella pneumoniae son importantes factores de virulencia que pueden activar



el sistema inmunitario innato. Ademas, estos dos antigenos se utilizan para
diferenciar cepas de K. pneumoniae (Choi et al., 2020).

1.1.2.3. Fimbrias
En K. pneumoniae, las fimbrias tipo 1 y 3 son las principales estructuras adhesivas
gue se han caracterizado como factores de patogenicidad. Ayudan con la adhesion
a las superficies bidticas y abioticas, asi como la irrupcidon de células epiteliales y la
conformacioén de biopeliculas.

La fimbria tipo 1 son proteinas fibrilares delgadas en forma de hilo en la superficie
de la célula bacteriana y se expresan en el 90 % de los aislamientos clinicos y
ambientales de K. pneumoniae (Klemm y Schembri, 2000), asi como en casi todos
los miembros de la familia Enterobacteriaceae. Reconoce receptores de las
superficies celulares que contienen manosa y esta involucrado en la adherencia a
las células del epitelio renal, considerandose indispensable para producir infeccion
de vias urinarias.

Las fimbrias tipo 3 son filamentos en forma de hélice, que juegan un papel
importante en su patogenicidad, confiriendo adherencia a células eucariotas y
durante la formacion de biopeliculas. A diferencia de las fimbrias tipo 1, las fimbrias
tipo 3 son "insensibles a la manosa"y, por lo tanto, no se unen a este monosacarido.
Si bien adn no se ha identificado un receptor de superficie celular especifico para
las fimbrias tipo 3, se ha demostrado que se unen a las proteinas de la matriz
extracelular, como los colagenos tipo IV y V (Paczosa y Mecsas, 2016).

1.1.2.4. Sideroforos

El mecanismo predominante de K. pneumoniae para adquirir hierro es a través de
la secrecion de sideroforos, que son moléculas que poseen una mayor afinidad por
el hierro que las proteinas de transporte del huésped (Paczosa y Mecsas, 2016).
Los sideroforos pueden robar hierro de las proteinas quelantes del hierro del
huésped o eliminarlo del medio ambiente, ya que este mineral es un recurso limitado
y K. pneumoniae, asi como practicamente todas las bacterias, lo necesitan para su
crecimiento.

1.2. Resistencia a los antimicrobianos (RAM)
En la actualidad la resistencia a los antimicrobianos (RAM) representa uno de los
problemas mas importantes de salud publica debido al uso incorrecto e
indiscriminado de éstos. Por lo tanto, este problema se ha convertido en un motivo
de preocupacion a nivel mundial, pues la aparicién y propagacion de patégenos
farmacorresistentes compromete la capacidad para tratar infecciones comunes
(OMS, 2021).



Magiorakos et al. (2012) propusieron una clasificacién para los microorganismos
resistentes: multidrogo-resistente (MDR, “multidrug-resistance”), extensamente-
resistente (XDR, “extensively drug-resistance”) y pandrogo-resistente (PDR,
“pandrug-resistance”).

MDR se define como la resistencia de una bacteria a al menos un agente en tres o
mas categorias de antimicrobianos. XDR se define como la resistencia de una
bacteria a al menos un agente en todas las categorias de antimicrobianos excepto
dos o menos (es decir, la bacteria sigue siendo susceptible a solo una o dos
categorias). PDR se define como la resistencia de una bacteria a todos los agentes
en todas las categorias de antimicrobianos (es decir, ninguin agente probado como
susceptible para ese organismo). Por lo tanto, la bacteria que se caracterice como
XDR también se caracterizard como MDR; del mismo modo, una bacteria tendria
gue ser XDR para que se defina como PDR (Figura 3) (Magiorakos et al., 2012).

Figura 3. Diagrama que muestra larelacion de MDR, XDR y PDR entre si.
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No MDR XDR  PDR

XDR es un subconjunto de MDR y, PDR es un subconjunto de XDR. Tomado de Magiorakos et al.,
2012.

1.2.1. Mecanismos de resistencia a los antimicrobianos.
Existen dos tipos de resistencia bacteriana: la intrinseca y la adquirida. La
resistencia intrinseca (o llamada también natural) es aquella que presentan los
microorganismos desde su origen, por lo que el antibiético nunca poseyo6 actividad
contra el patdogeno (Reygaert, 2018). Por su parte, la resistencia adquirida es el
resultado de un proceso evolutivo por el cual los microorganismos se adaptan a los
antibiéticos a través de varios mecanismos que incluyen la alteracion del sitio blanco



de éste por mutaciones y/o la transferencia horizontal de genes (por sus siglas en
inglés, HGT) denominados genes de resistencia (Cloeckaert et al., 2017).

El material genético se puede transferir entre células de dos maneras: horizontal o
vertical. Los términos horizontal y vertical se refieren a la generacion de las células
involucradas, es decir, cuando un gen se transfiere entre individuos de esta o
diferente especie, se dice que es una transferencia horizontal; y cuando el gen se
transmite del organismo parental a su propia progenie, se dice que es vertical
(Lorenzo-Diaz et al., 2017).

Por su parte, la HGT puede tener lugar a través de uno de los siguientes
mecanismos (Murray et al., 2021).

e Conjugacion, en la cual una secuencia completa de ADN, se transmite entre
células bacterianas a través de una conexion directa de célula a célula (Lang
etal., 2012).

e Transformacion, que es la captacion activa de ADN libre en el medio por parte
de las células bacterianas y la incorporacion hereditaria de su informacion
genética (Lorenz y Wackernagel, 1994) y

e Transduccién, la cual se caracteriza por la transferencia de informacion
genética por medio de los bacteriofagos (Emamalipour et al., 2020).

Se han descrito 4 principales mecanismos de resistencia bacteriana a los
antibidticos (Pastor et al., 2023), que son:

- Alteracion de los sitios blanco

- Modificacion de la permeabilidad de la membrana externa
- Expresion de bombas de expulsion

- Inhibicién enzimética

El papel de las enzimas bacterianas en el desarrollo de resistencia es bastante
versatil e involucra varios mecanismos clave. Estas moléculas juegan papeles
vitales en muchos procesos. Por ejemplo, uno de los grupos de enzimas de
resistencia a los antibiéticos mas relevantes y prevalentes desde el punto de vista
clinico son las hidrolasas que inactivan los antibidticos [-lactamicos.

1.2.2. Antibioticos B-lactamicos
Una caracteristica muy importante de K. pneumoniae es su alta resistencia a los
antibidticos B-lactamicos, principalmente por la produccién de B-lactamasas que son
enzimas que hidrolizan dichos medicamentos. Entre éstas, las de mayor interés son
las B-lactamasas de espectro extendido (BLEEs) y las carbapenemasas; lo
importante de esta resistencia radica en que los B-lactamicos, potentes bactericidas,
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son los antibiéticos que se prescriben con mayor frecuencia en el mundo (Echeverri
y Catafio, 2010).

Los antibidticos B-lactamicos son una de las clases de farmacos mas recetados con
numerosas indicaciones clinicas. Desde el punto de vista bioquimico, este grupo
comparte un anillo betalactamico, es decir, un anillo de carbonos y un nitrdgeno que
ademas es altamente reactivo (Figura 4). Esta clase de antibitticos se divide en 5
principales grupos: penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos
e inhibidores de las B-lactamasas (Noel et al., 2010).

Figura 4. Estructura quimica de los B-lactamicos.

Anillo betalactamico + Anillo secundario = Ntcleo del betalactdmico —s GRUPO ANTIBIOTICO
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Se presenta de forma esquematica la estructura basica de los diferentes grupos betalactamicos.
Tomado de Suarez y Gudiol, 2009.

Son antibiéticos de actividad lenta que interrumpen la formacién de la pared celular
bacteriana, como resultado de la unién covalente a las proteinas esenciales de
unién a penicilina (PBP). Estas enzimas estan involucradas en los pasos terminales
del entrecruzamiento de peptidoglucano tanto en bacterias gram negativas, asi
como bacterias gram positivas.

Son bactericidas parciales ya que solo actian en fase de crecimiento celular, y su
eficacia es tiempo dependiente. Su efecto bactericida maximo ocurre a
concentraciones del antibiotico por encima de la concentracién minima inhibitoria
(CMI), por lo que es muy importante respetar o acortar los intervalos entre las dosis
(Gémez et al., 2015). Su efecto se explica principalmente a través de 2 mecanismos:
inhibicion de la sintesis de la pared celular bacteriana e induccién de la autdlisis
bacteriana.

1.2.2.1. Carbapenémicos
El aumento del uso de antibiéticos en entornos clinicos y no clinicos se asocia con
un mayor numero de cepas resistentes a los medicamentos, incluida K. pneumoniae
resistente a carbapenémicos (CRKP).
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Los carbapenémicos poseen el espectro de actividad mas amplio y la mayor
potencia contra bacterias gram positivas y gram negativas, y se han utilizado
durante mucho tiempo como primera opcion para tratar infecciones causadas por
bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido (BLEES) y
betalactamasas de tipo AmpC.

Han sido reconocidos como farmacos de ultimo recurso, ademas de ser a menudo
la opcion de tratamiento para las infecciones causadas por Enterobacterales
multidrogorresistentes. Sin embargo, el aumento del consumo de carbapenémicos,
a su vez, aumentd y facilité la propagacion mundial de Enterobacterales resistentes
a carbapenémicos (Al-Bayati y Samarasinghe, 2022).

En general, los carbapenémicos con diferente actividad antibacteriana, como
imipenem y panipenem, fueron mas efectivos contra bacterias gram positivas.
Mientras que meropenem, biapenem, ertapenem y doripenem, fueron mas efectivos
contra organismos gram negativos (El-Gamal et al., 2017).

Se ha sugerido un esquema de clasificacién para los carbapenémicos: Grupo 1:
carbapenémicos de amplio espectro, con actividad limitada frente a bacilos gram
negativos no fermentadores que son especialmente adecuados para infecciones
adquiridas en la comunidad (por ejemplo, ertapenem); Grupo 2: carbapenémicos de
amplio espectro, con actividad frente a bacilos gram negativos no fermentadores,
tienen menor sensibilidad a la hidrdlisis de bases en solucién, como imipenem,
meropenem Yy doripenem; y Grupo 3: carbapenémicos con actividad frente a
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) como el tomopenem vy
razupenem (Papp-Wallace et al., 2011). En la practica clinica actual, estos ultimos
no estan en uso.

Al ser parte de los B-lactdmicos, los carbapenémicos no se difunden facilmente a
través de la pared celular bacteriana (Martinez-Martinez, 2008). En términos
generales, los carbapenémicos ingresan a las bacterias gram negativas a través de
las proteinas de la membrana externa (OMP), también conocidas como porinas.
Después de atravesar el espacio periplasmico, los carbapenémicos agregan un
grupo acilo “permanentemente” a las PBP. Se conoce que en bacterias gram
negativas los carbapenémicos muestran una elevada afinidad por PBP de alto peso
molecular y la diferencia de esta afinidad es lo que determina la capacidad
antimicrobiana de cada carbapenémico.

Las PBP son enzimas que catalizan la formacion de peptidoglicano en la pared
celular de las bacterias. Los conocimientos actuales sobre este proceso sugieren
que la columna vertebral de glicanos forma una hélice dextrégira con una
periodicidad de tres por vuelta de la hélice (Meroueh et al.,, 2006). Los
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carbapenémicos actian como inhibidores basados en mecanismos del dominio de
peptidasa de las PBP y pueden inhibir el entrecruzamiento de péptidos, asi como
otras reacciones de peptidasa. Un factor clave de la eficacia de los carbapenémicos
es su capacidad para unirse a multiples PBP diferentes (Hashizume et al., 1984).
Dado que la formacion de la pared celular es un “proceso tridimensional” dinamico
en el que la formacion y la autdlisis ocurren al mismo tiempo, cuando se inhiben las
PBP, la autdlisis continda (van Dam et al., 2009). Finalmente, el peptidoglicano se
debilita y la célula estalla debido a la presion osmdtica.

Los mecanismos de resistencia contra los carbapenémicos incluyen la produccion
de B-lactamasas, bombas de expulsidon y mutaciones que alteran la expresion y/o
funcién de porinas y PBP (Papp-Wallace et al., 2011).

La produccion de carbapenemasas, que normalmente se adquieren por
transferencia horizontal de genes, es el mecanismo predominante responsable de
la resistencia a los carbapenémicos en K. pneumoniae (Galani et al., 2018).

En 2001, en Carolina del Norte, se reportd por primera vez la presencia de K.
pneumoniae productora de carbapenemasa (KPC). En la dltima década se ha
diseminado a nivel mundial debido a la propagacion clonal de KPC y, en algunos
paises, su diseminacién nosocomial ha causado brotes (Martin et al., 2017).

El primer reporte en nuestro pais de un brote de Enterobacterales productoras de
carbapenemasas por Rodriguez-Zulueta et al. (2013) , en el cual describieron a 22
pacientes adultos con edad de 21 a 83 afios, que cursaron con una infeccion
asociada a los cuidados de la salud (11 de tracto respiratorio) por K. pneumoniae
resistente a imipenem con expresion del gen KPC-3.

1.2.3. B-lactamasas
Las betalactamasas son un importante mecanismo de resistencia en bacterias gram
negativas. Estas enzimas hidrolizan el anillo betalactdmico de los antibiticos
betalactdmicos, haciéndolos ineficaces (Morrison y Zembower, 2020).

Las BLEEs son un grupo de B-lactamasas de rapida evolucion que comparten la
capacidad de hidrolizar las cefalosporinas desde primera a cuarta generacion y el
aztreonam, pero que son inhibidas por el acido clavulanico (Paterson y Bonomo,
2005).

Actualmente se utilizan dos esquemas de clasificacion para las B-lactamasas. La
clasificacion se ha basado tradicionalmente en las caracteristicas funcionales de las
enzimas o en su estructura primaria.
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1.2.3.1. Clasificacion de las B-lactamasas
Existen dos sistemas de clasificacion para las B-lactamasas: la clasificacion
molecular de Ambler (1980) y la funcional de Bush et al. (2005). (Tabla 2.)

La clasificacion de Ambler (1980) comprende cuatro clases de B-lactamasas, que
son A, B,CyD.

Bush et al. (1995) propusieron un esquema de clasificacion, el cual incluye
cefalosporinasas del grupo 1 (clase C); grupo 2 (clases Ay D) B-lactamasas y serina
carbapenemasas de amplio espectro, resistentes a los inhibidores y de espectro
extendido; y metalo-B-lactamasas del grupo 3.
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Clasificacion
de Bush-
Jacoby-
Medeiros

le

2a

2b

2be

2br

2ber

2c

2ce

2d

2de

2df

2e

2f

33

3b

Tabla 2. Sistemas de clasificacion de las B-lactamasas.

Clasificacion
de Ambler

A

A

B (B1)

B (B3)
B (B2)

No
clasificado

Sustrato caracteristico

Cefalosporinas

Cefalosporinas
Penicilinas

Penicilinas, cefalosporinas
de primera generacién

Cefalosporinas de
espectro extendido,
monobactamicos
Penicilinas
Cefalosporinas de

espectro extendido,
monobactamicos

Carbenicilinas

Carbenicilinas, cefepime
Cloxacilina

Cefalosporinas de amplio
espectro

Carbapenémicos

Cefalosporinas de amplio
espectro

Carbapenémicos

Carbapenémicos

Carbapenémicos

Inhibido por
CAo0
T7B EDTA
No No
No No
Si No
Si No
Si No
No No
No No
Si No
Si No
Variable No
Variable No
Variable No
Si No
Variable No
No Si
No Si

Enzimas representativas

AmpC, P99, ACT-1, CMY-
2, FOX-1, MIR-1

GC1, CMY-37

PC1

TEM-1, TEM-1, SHV-1

TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
PER-1, VEB-1

TEM-30, SHV-10

TEM-50

PSE-1, PSE-3, PSE-4,
CARB-3, CARB-4

RTG-4

OXA-1, OXA-10
OXA-11, OXA-15
OXA-23, OXA-48
CepA, FPM-1
KPC-2, IMI-1, SME-1

IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1,
NDM-1

L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
CphA, Sfh-1

Chr

CA, &cido clavulanico; EDTA, &cido etilendiaminotetraacético; TZB, tazobactam. Adaptado de Bush
y Jacoby, 2010; Sawa et al., 2020
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El grupo mas importante de carbapenemasas lo constituyen las metalo-beta-
lactamasas pertenecientes a la clase B o grupo 3 de Bush-Jacoby-Medeiros (Walsh,
2010).

Estas clases incluyen enzimas hidrolizantes de carbapenémicos, que se clasifican
como la clase principal de B-lactamasas pero su accion es inhibida por EDTA, un
agente quelante de iones Zn?* y cationes divalentes adicionales. La interaccion de
los farmacos B-lactamicos con los iones de Zinc se relaciona con el mecanismo de
hidrdlisis en el sitio activo de la B-lactamasa.

Actualmente, la emergencia de Enterobacterales productoras de carbapenemasas
(CPE) en el ambito hospitalario, representa un verdadero problema de salud publica
mundial, especialmente cuando se hace referencia a la Nueva Delhi metalo-beta-
lactamasa (NDM). El subtipo més frecuente de esta enzima es la NDM-1, codificada
por el gen de origen plasmidico blaNDM-1 (Garcia-Betancur et al., 2021).

1.2.4. Klebsiella pneumoniae y la RAM en México.
La tasa global de resistencia a los antimicrobianas de K. pneumoniae ha llegado al
70%, y la tasa de mortalidad relacionada con la infeccién también ha alcanzado el
40%~70% (Iredell et al., 2016). Ademas, en los ultimos afios, K. pneumoniae MDR
y K. pneumoniae CRKP se han convertido en un importante problema de salud
publica mundial (Li et al., 2022).

A nivel nacional, la Red del Programa Universitario de Control de la Resistencia
Antimicrobiana (PUCRA) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM)
opera desde el afio 2017 una red de hospitales y laboratorios clinicos que
proporcionan informacion sobre la resistencia antimicrobiana. Adicionalmente, los
colaboradores reportan el consumo de antimicrobianos en sus instituciones y envian
cepas para investigacion al Laboratorio de esta red.

De acuerdo con el ultimo reporte de los hospitales de la Red PUCRA: Resistencia
Antimicrobiana y consumo de antibioticos, los carbapenémicos y la amikacina (que
es un antibiotico de la familia los aminoglucésidos) serian las Unicas opciones de
tratamiento para las infecciones causadas por K. pneumoniae productoras de
BLEEs en aislamientos de hemocultivo (PUCRA, 2022).

La Red Tematica de Investigacion y Vigilancia de la Farmacorresistencia (INVIFAR)
fue creada como iniciativa en el 2018, y tiene como objetivo contribuir al
mejoramiento en la vigilancia y control de la farmacorresistencia en México y el
desempefio de los laboratorios de la Red (INVIFAR, s.f.). Segun los resultados
obtenidos de un estudio realizado por la Red INVIFAR, que tuvo como objetivo
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evaluar los cambios en la resistencia a los antimicrobianos entre algunos
microorganismos criticos y de alta prioridad recolectados previamente y durante la
pandemia de COVID-19 en México (2019-2020), para K. pneumoniae se detectd
una resistencia creciente en todas las muestras para los betalactamicos imipenem,
y meropenem (Lopez-Jacome et al., 2022).

Desafortunadamente, K. pneumoniae CRKP 'y otras Enterobacterales
multirresistentes, implican una gran limitacion terapéutica para los profesionales de
la salud al tratar las graves infecciones causadas por éstos patdgenos, lo que causa
una gran mortalidad en pacientes inmunocomprometidos.

1.3. Tipificacion multilocus de secuencias (MLST)

La biologia molecular proporciona técnicas para discriminar entre distintas cepas de
una misma especie. Entre las técnicas moleculares disponibles destaca la técnica
de tipificacion multilocus de secuencias (por sus siglas eninglés, MLST) (de las
Rivas et al., 2007). Esta técnica de epidemiologia molecular permite la tipificacion
bacteriana mediante la identificacion de polimorfismos tras la amplificacion
mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (por sus siglas en inglés, PCR)
y secuenciacion de fragmentos entre 450 y 500 pb de 7 genes conservados,
diferentes para cada especie bacteriana; con lo que se puede identificar
asociaciones clonales y establecer relaciones evolutivas (Enright y Spratt, 1999).

Se propuso por primera vez en 1998 como un método de tipificacién que permite la
caracterizacion inequivoca de bacterias de manera estandarizada, reproducible y
portatil, utilizando el patébgeno humano Neisseria meningitidis como organismo
ejemplar (Maiden, 2006).

Entre las ventajas que distinguen esta técnica de otros métodos de tipificacién con
enfoques similares (electroforesis de enzimas multilocus o MLEE, electroforesis en
gel de campos pulsados o PFGE, ensayos inmunoldgicos, etc.), se encuentran la
reproducibilidad de la técnica, asi como la generacién n de datos portatiles que se
pueden comparar facilmente con los de una base de datos central a través de
internet (Vazquez y Berron, 2004). Por ello, tiene una gran aplicacion en salud
publica y el andlisis genético de poblaciones y su evolucion.

El primer paso consiste en la amplificacion y posterior secuenciacion de los
fragmentos variables de siete genes previamente seleccionados. La secuencia de
cada uno de los loci se alinea con las ya existentes en una base de datos
centralizada. Si la secuencia coincide, el programa asigna un alelo ya identificado.
Si no es asi, se asigha un nuevo namero a ese alelo.
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Una vez asignado un nimero a cada alelo, se genera un perfil alélico o secuencia
tipo (por sus siglas en inglés, ST) que sera producto de los siete alelos ya asignados
y con ello, como ultimo paso, se hace una comparacion entre cepas.

La Figura 5 muestra el procedimiento resumido de esta técnica de analisis.

Figura 5. Procedimiento resumido del analisis por MLST.

Cromosoma bacteriano

Amplificacion de los
fragmentos seleccionados

Gen 1 Gen 2 Gen 3 Gen 4 Gen 5 Gen 6

Secuencia en ambas hebras de los 7 fragmentos de los genes seleccionados

l

Comparar las secuencias de los fragmentos en cada gen con los alelos ya descritos

}

Asignar un nimero a cada alelo en los 7 genes para conseguir un perfil alélico

l

Comparar mediante Internet los perfiles alélicos con los existentes en una base de datos centralizada

Diagrama general del procedimiento del andlisis por MLST. Tomado de Vazquez y Berron, 2004.

Las secuencias de alelos de MLST vy las tablas de perfiles de ST se almacenan en
bases de datos en linea alojadas en cinco sitios diferentes en todo el mundo. La
Universidad de Oxford recopila datos de todas las bases de datos y los hace
facilmente accesibles en el sitio con direccion: http://pubmlst.org .

Combinado con informacion epidemiol6gica precisa y la caracterizacion de los
mecanismos de resistencia a los antibiéticos, el andlisis MLST de conjuntos de
muestras mas grandes deberia proporcionar una comprension mucho mejor del
origen evolutivo y la diseminacién de las cepas multirresistentes de K. pneumoniae.

En un estudio reciente, se aplico la secuenciacion del genoma completo (por sus
siglas en inglés, WGS) para investigar la filogenia y la relacion genética e identificar
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cepas de K. pneumoniae. Sin embargo, el uso de WGS o metagendémica para
rastrear cualquier brote local es limitado debido al alto costo para realizar las
pruebas y la falta de experiencia y/o recursos (Snitkin et al., 2012; Founou et al.,
2019).

En consecuencia, los métodos convencionales como MLST, PFGE, junto con otros
métodos de tipificacion rentables, todavia se usan de forma mas generalizada. Sin
embargo, el esquema MLST es el principal método para estudiar las relaciones
evolutivas y caracterizar los aislamientos nosocomiales de K. pneumoniae.

Diancourt et al. (2005) reportaron el primer trabajo sobre esta técnica en 67 cepas
de K. pneumoniae. La seleccion de genes se baso en tres criterios:

1) Su ubicacién en el cromosoma (lejanos entre si)

2) En funcién de la disponibilidad de oligos de PCR

3) Para el gen transductor de energia periplasmica tonB, se basaron en la
variacion conocida de nucleotidos

Otros genes candidatos fueron eliminados por razones técnicas o para evitar el
riesgo de sesgo selectivo debido al uso de agentes antimicrobianos.

El presente trabajo de investigacion tiene como base el protocolo descrito en dicho
articulo.

1.3.1. Herramientas bioinforméaticas para el andlisis de datos obtenidos por
MLST.

El proyecto del genoma humano y los proyectos de secuenciacion en otros
organismos han generado una riqueza de datos biol6gicos. La enorme demanda de
analisis e interpretacidn de estos datos esta siendo gestionada por la ciencia con la
evolucion de la bioinformatica. La bioinformatica se define como la aplicacion de
herramientas de computacion y andlisis a la captura e interpretacion de datos
biolégicos (Bayat, 2002). Es un campo interdisciplinario que aprovecha la
informatica, las matematicas, la fisica y la biologia; y es esencial para la gestion de
datos en la biologia y la medicina modernas.

La creciente cantidad de datos de los proyectos del genoma ha requerido bases de
datos informaticas que presenten una rapida asimilacion, formatos utilizables y
programas de software con algoritmos para una gestion eficiente de los datos
biolégicos (Benton, 1996).

El primer enfoque para el analisis de datos MLST para la ilustracion de las
relaciones entre aislamientos, fue la construcciéon de dendogramas por medio del
método de grupo de pares no ponderados con media aritmética (por sus siglas en

18



inglés, UPGMA) a partir de matrices de distancia que contienen las diferencias por
pares de perfiles alélicos.

Este tipo de analisis de conglomerados presenta varias ventajas, como la facilidad
de interpretacion y la creacién de una agrupacion jerarquica de los aislados. Esto
puede proporcionar una vision global de la relacién de los aislados en estudio y
cémo los grupos definidos estan conectados entre si. Sin embargo, la topologia de
tales dendrogramas con frecuencia no refleja los patrones de descendencia (Feil et
al., 2004).

Para un analisis mas completo de los datos obtenidos a partir de los aislamientos,
se encuentran herramientas muy utiles como eBURST.

Based Upon Related Sequence Types o BURST es un algoritmo de agrupamiento
disefiado para su uso en datos MLST microbianos. Es un algoritmo rapido y eficaz
que se puede utilizar para asignar el genotipo central de los complejos clonales
(CC), ya que evalua la distancia genética entre cepas utilizando una matriz de
distancia por pares basada en perfiles alélicos.

Feil et al. (2004) presentaron una nueva implementacion del algoritmo BURST:
eBURST. Este software ademas de identificar los CC, agrupa las ST’s de acuerdo
con los criterios definidos por el usuario de una cantidad de alelos en comun con al
menos otro miembro del grupo.

Estas relaciones se pueden visualizar graficamente a través de diagramas radiales.
La version anterior del algoritmo (BURST) colocaba los Variante en un locus, (por
sus siglas en inglés, SLV) y Variante en dos locus (por sus siglas en inglés, DLV)
del fundador principal dentro de anillos concéntricos, mientras que eBURST muestra
un enlace radial desde el fundador principal a cada uno de sus SLV mediante una
linea solida. El resultado es un conjunto inconexo graficos aciclicos, donde cada
uno de ellos corresponde a un complejo clonal. Por lo tanto, al considerar solo los
enlaces SLV, eBURST no pretende vincular a toda la poblacion.

Por ello, dado que el algoritmo eBURST no esta optimizado globalmente y puede
resultar en enlaces dentro de los complejos clonales que violen las reglas
propuestas, en 2009 se propuso la implementacion de un algoritmo globalmente
optimizado: goeBURST. Este algoritmo identifica patrones alternativos de descenso
para varias especies bacterianas (Francisco et al., 2009) por lo que no solo se
identifican los complejos clonales, si ho que tiene como objetivo relacionar la
poblacion entera.
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. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Establecer la relacion genética de 21 aislamientos de Klebsiella pneumoniae
resistente a carbapenémicos, codificada por el gen NDM-1, recibidos entre los
afios 2020 y 2021 a la Red PUCRA, de un hospital pediatrico de tercer nivel de
la Ciudad de México, mediante la técnica MLST.

2.2. Objetivos particulares

Estandarizacion de la amplificacion de siete genes conservados (gapA, infB,
mdh, pgi, phoE, rpoB y tonB) de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos.
Amplificacién y secuenciacion de siete genes conservados (gapA, infB, mdh, pgi,
phoE, rpoB y tonB) de aislamientos clinicos de K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos.

Andlisis de secuencias para su caracterizacién genotipica y establecimiento de
asociaciones clonales.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La Figura 6 muestra un esquema general de la metodologia empleada en el
presente trabajo, con base en lo descrito por Diancourt et al. (2005).

Figura 6. Resumen del procedimiento experimental.

Siembra de \,%

microorganismos

T 17-21 ng/pL
Extraccion de ADN 37
| -I:
Amplificacion mediante Q — = -
PCR punto final

Purificaciéon y
secuenciacion

HOQEONMEOMN

AJTRGRAJGITRGIGRAJALGYT

Analisis bioinformatico Mnm B —

En la figura se muestra un diagrama, a manera de resumen, de las etapas del procedimiento
experimental realizado con las cepas clinicas, posterior a la estandarizacion. La toma de muestras,
almacenamiento, identificacion por medio del equipo VITEK-2 , identificacion del mecanismo de
resistencia y del gen que codifica para carbapenemasas; no se incluyen en la figura debido a que no
fue realizado como parte del procedimiento experimental del presente trabajo.
Adaptado de Diancourt et al. 2005.
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3.1. Origen y obtencion de las cepas bacterianas

Se utilizaron 21 cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos
proporcionadas a la Red PUCRA, las cuales proceden de un hospital pediatrico de
tercer nivel de atencion, de diferente origen clinico, recolectadas en el periodo 2020-
2021. (ANEXO: Tabla 6)

Dichas muestras fueron aisladas e identificadas previamente por la Red PUCRA
mediante métodos automatizados empleando el equipo VITEK-2. Ademas, se
identific6 el mecanismo de resistencia por produccion de carbapenemasas y el gen
gue codificaba para dicha enzima, siendo para todas las cepas el gen NDM-1.

La cepa control utilizada en este estudio fue: Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-
2146 (resistente a carbapenémicos, codificado por el gen NDM-1).

3.1.1. Conservacion de cepas
Las cepas se sembraron en criotubos con medio Agar Tripticaseina (ATS) + 10%
de glicerol y se conservaron a -80°C.

3.1.2. Siembra de microorganismos
A partir de sus respectivos respaldos en medio ATS, las cepas se sembraron en
Agar Mueller Hinton y se incubaron a 35-37°C durante 24 h.

3.1.3. Extraccioén y cuantificacion de ADN
En este paso se utilizé un Kit de extraccion de ADN QlAamp de la marca QIAGEN
®, siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

Posteriormente, el ADN fue cuantificado por absorbancia en un espectrofotometro
Nanodrop ® a 260 nm. Los valores obtenidos fueron utilizados para hacer diluciones
del ADN gendmico y se obtuvieron stocks de 100 pL de concentraciones de entre
17 y 21 ng/ul para todas las cepas.

3.2. Caracterizacion molecular mediante MLST
3.2.1. Estandarizacion de amplificacion por PCR punto final
Los oligos o cebadores empleados, fueron sintetizados en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM y en Sigma Aldrich, conforme al protocolo descrito por
Diancourt et al. (2005) (ANEXO: Tabla 7).
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Los 7 genes descritos fueron:

gapA (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)
infB: (factor de iniciacion de la traduccion 2)
mdh (malato deshidrogenasa)

pgi (fosfoglucosa isomerasa)

phoE (fosforina E)

rpoB (subunidad 3 de la ARN polimerasa), y
tonB (transductor de energia periplasmica)

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25uL con las
concentraciones finales mostradas en la Tabla 3.

Tabla 3. Componentes de la mezcla de reaccion para la PCR punto final de K.
pneumoniae.

Reactivo Concentracion Volumen (pL)
Amortlguad'zlrdsrilghM(é:]Clz Sigma 10x 25
MgCl2 50 mM 0.75
Directo
Cebadores 15 pmol/pL 0.5
Reverso
Desoxinucledtidos trifosfato (ANTPs) 10 mM 0.5
ADN bacteriano 17 - 21 ng/uL 3.0
Taq polimerasa Accuris ® 1U 0.2
Agua desionizada grado biologia ) cbp 25 ul

molecular

MgClz: Cloruro de magnesio, cbp: cantidad bastante para

Las condiciones de amplificacion para cada gen se muestran en la Tabla 4.
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Tabla 4. Condiciones para las reacciones de amplificacion de los 7 genes
conservados de K. pneumoniae.

Numero de  Temperatura

Etapa/ Gen ciclos °C) Tiempo (min)

Desnaturalizacion inicial 1 95 5
Desnaturalizacion 95 1

gapA 60

infB 50

mdh 50
Alineamiento pgi e 50 1

phoE 50

rpoB 50

tonB 45
Extension 72 1
Extension final 1 72 1
Conservacion NA 4 o0

NA: No aplica.

Después de la amplificacién, los productos de la PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (p/v) durante 1 hora a 100 Volts, empleando
el marcador de peso molecular de 100 pb de la marca GoldBio ®.

Posteriormente se tifieron con Bromuro de etidio de concentracion 0.5 pg/mL
durante 15 minutos y se capturaron las imagenes con ayuda de un transiluminador
y una camara fotografica.

3.2.2. Amplificacion de 7 genes altamente conservados por PCR punto final
La amplificacion de los 7 genes se realiz6 de manera individual para las 21 cepas.

Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25uL, con las
concentraciones y condiciones descritas en las Tablas 3y 4.
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La electroforesis se llevd a cabo bajo las mismas condiciones descritas en la
estandarizacion.

3.2.3. Purificacion y secuenciacion
Los productos de PCR, previamente cuantificados con Nanodrop, y las alicuotas de
oligos de secuenciacion correspondientes fueron enviadas al Laboratorio Tematico
de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y la Salud del Laboratorio Nacional
de Biodiversidad (LaNaBio) del Instituto de Biologia de la UNAM, en donde se
realizo la purificacion y secuenciacion de tipo Sanger en ambos sentidos (Directo y
Reverso).

3.3. Analisis bioinformatico

3.3.1. Curado y alineamiento de secuencias
Para la visualizacion y curado de secuencias recibidas por el LaNaBio en formato
abl., se utilizé el programa 4peaks. Las bases nitrogenadas de las secuencias se
corrigieron de acuerdo con la calidad del pico (A, C, T o G) que se mostraban en el
electroferograma.

El alineamiento de ambas secuencias se llevé a cabo haciendo uso del programa
Ugene de Unipro ®.

3.3.2. Identificacion de perfiles alélicos y Secuencias tipo (ST’s)
El nimero de alelo para cada locus se obtuvo comparando la secuencia curada y
alineada de cada gen con la base de datos para MLST de K. pneumoniae del
Institut Pasteur, a (s.f) : https://bigsdb.pasteur.fr/cqi-
bin/bigsdb/bigsdb.pl?db=pubmist_klebsiella seqdef .

En esta misma pagina, se obtuvieron las ST's identificadas hasta el momento en la
Base de datos de secuencias del genoma de cepas bacterianas (por sus siglas en
inglés, BIGSdb).

3.3.3. Identificacién de Complejos Clonales (CC)
Para identificar los diferentes complejos clonales se empled el analisis goeBURST
mediante el software Phyloviz 2.0. El parametro utilizado fue el de Variante en un
locus (SLV).
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4. RESULTADOS

4.1. Analisis poblacional de las muestras recibidas
En este estudio se analizaron 21 muestras procedentes de un hospital de tercer
nivel de atencion de la Ciudad de México, recolectados en dos diferentes afios. Sin
embargo, solo 20 de ellas se identificaron como K. pneumoniae mientras que una
se confirm6 como K. oxytoca. Por ello, ésta ultima no se considero puesto que no
pertenece a la especie de estudio del presente trabajo.

La mayor parte de los aislamientos recibidos proceden de sangre (28.6%), seguido
de liquido cefalorraquideo (14.3%), coprocultivo (14.3%) y secrecion bronquial
(14.3%), como se muestra en la Figura 7.

Figura 7. Distribucion porcentual respecto al origen bioldgico de las
muestras analizadas.

Sin informacién
Mielocultivo 4.8%

4.8% Secrecion bronquial

14.3%

Punta catéter
4.8%

Secrecion respiratoria
Liquido cefalorraquideo 9.5%

14.3%

Orina
4.8%

Coprocultivo
14.3%

Sangre
28.6%
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En cuanto a las edades de los pacientes, la mayoria de las muestras son de infantes
menores a 1 afio, con un 52.4% del total de la poblacion del estudio (Figura 8).

Figura 8. Distribucién porcentual respecto a la edad de los pacientes con K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos.
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52.38

50

40
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Grupo de edad (afios)

S.1.: Sin informacion
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Finalmente, como se puede ver en la Figura 9, las areas del hospital con el mayor
numero de pacientes fueron la unidad de cuidados intensivos pediatricos (UTIP) y
la hospitalizacién con el 28.6%.

Figura 9. Distribucién porcentual respecto al area de hospitalizacién de los
pacientes con K. pneumoniae resistente a carbapenémicos.

Lactantes
Escolares 4.8%
4.8%

Hospitalizacion
28.6%

UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales, UTIP: Unidad de terapia intensiva pediatrica.
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4.2. Caracterizacion molecular mediante MLST

4.2.1. Estandarizacién de amplificacién por PCR punto final
Los siete genes (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB y tonB) se amplificaron en la cepa
control usando las concentraciones y condiciones de amplificacién ya descritas en
el procedimiento experimental.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa de la estandarizacion de 7 genes
conservados de K. pneumoniae ATCC BAA-2146.

gapA infB mdh pgi phoE  rpoB tonB MM pb

Fotografia tomada del gel de electroforesis, resultado de la estandarizacion de la amplificacion de 7
genes conservados de K. pneumoniae. La cepa control utilizada fue CRKP, codificada por el gen
NDM-1.MM: Marcador de peso molecular.

Los amplicones obtenidos por gen fueron de los siguientes pesos moleculares:
gapA: 600-700 pb, infB: 400-500 pb, mdh: 700-800 pb, pgi: 700 pb, phoE: 500-600
pb, rpoB: 1000 pb y tonB: 500-600 pb (Figura 10).

4.2.2. Amplificacion de 7 genes altamente conservados por PCR punto final
Los siete genes (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB y tonB) se amplificaron en las 21
cepas problema usando las concentraciones y condiciones de amplificacién ya
descritas en el procedimiento experimental.
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Se presentan dos geles representativos: del gen phoE (Figura 11) y del gen pgi
(Figura 12).

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones del gen phoE
de cepas de K. pneumoniae de origen clinico.

Cepa Cepa
/—% (—%
359 360 361 362 406 408 409 411 416 MM 446 447 478 534 558 563 CP

Fotografia tomada del gel de electroforesis con 15 de las 21 cepas, donde MM: Marcador de peso
molecular y CP: Control positivo. Los amplicones obtenidos son de un peso molecular:de 600 pb.

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones del gen pgi de
cepas de K. pneumoniae de origen clinico.

Cepa Cepa
f—)% f—%
359 360 361 .362 406 408 409 411 MM 416 446 447 534 558 563 CP

Fotografia tomada del gel de electroforesis con 14 de las 21 cepas, donde MM: Marcador de peso
molecular y CP: Control positivo. Los amplicones obtenidos son de un peso molecular de 500-600

pb.
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4.3. Analisis bioinformatico

4.3.1. ldentificacion de perfiles alélicos y Secuencias Tipo (ST's)
En la Tabla 5 se puede observar el registro de los resultados obtenidos: el alelo
asignado para cada gen, el perfil alélico de cada cepa, asi como su secuencia tipo
(ST).

Se identificaron 9 ST’s de las 20 cepas clinicas utilizadas en este estudio. En la
Tabla 5 se muestran los resultados de los alelos obtenidos para cada gen, asi como
las ST’s para cada cepa.
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Tabla 5. Asighacioén de la secuencia tipo a partir de los perfiles alélicos.

Afio  Cepa

359
360
361
362
406
408
409
411
2020
416
446
447
476
480
481
486
487
534
541
2021
558

563

ST’s obtenidas con ayuda de la base de datos de Institut Pasteur, a (s.f.)

*SR: Sin reportar.

gapA
2

2

2

infB

1

60

60

Perfil alélico
mdh  pgi  phoE
1 1 10
1 1 10
1 1 10
1 1 147
1 1 10
1 1 1
1 1 1
1 1 10
1 1 147
1 1 10
1 1 10
2 1 7
2 1 7
2 1 7
11 1 4
11 1 4
1 6 7
1 1 9
1 1 9
1 1 7

32

rpoB
4

4

1

tonB

13

13

13

31

13

4

4

13

31

13

13

81

81

81

24

24

12

12

93

12

ST

25

25

25

870

25

11

11

25

SR

25

25

268

268

268

628

628

45

163

323

485



Debido a que el perfil alélico de la cepa 416 no habia sido reportado anteriormente,
no cuenta con una ST asignada. Por lo tanto, ésta no se consideré para los
siguientes pasos del analisis bioinformatico.

En la Figura 13 se muestra una grafica circular del porcentaje de las 9 ST's
identificadas en las 19 cepas que si tuvieron una ST asignada, siendo la ST25 la
gue predomina.

Figura 13. Distribucién porcentual respecto alas ST's identificadas de K.
pneumoniae.

ST870 ST11
5.26% 10.53%

ST628

S§T323
5.26%

ST25
36.84%

ST268
15.79%

ST163

5.26%

Gréfico circular que muestra el porcentaje correspondiente de las ST’s identificadas en las 19 cepas
clinicas de K. pneumoniae.

4.3.2. ldentificacion de Complejos Clonales (CC)
La Figura 14 muestra el arbol de expansién minima (MST) completo de todos los
perfiles alélicos de K. pneumoniae presentes en la base de datos Klebsiella
PasteurMLST, superpuestos por los datos de las 19 cepas, el cual se generd
utilizando el método goeBURST Full MST y se visualizé con PHYLOViZ 2.0.

Para identificar los CC, se consider6 a dos o mas ST’s independientes que
comparten alelos idénticos. Por ello, se utiliz6 como parametro que las ST’s en el
mismo grupo compartan al menos 6 de los 7 genes con al menos otro miembro de
ese grupo.
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Como resultado solo se generé un complejo clonal, mientras que las ST's
individuales o singletons fueron aquellas que no se agruparon, por lo tanto no
corresponden a un CC.

El complejo clonal identificado fue el CC485 conformado por 4 ST's: 485, 45, 163 y
323 (Figura 14). Las 5 ST’s restantes sin agruparse (singleton) fueron: 628, 268,
870, 25, 11.

Figura 14. Representacion grafica del complejo clonal CC485 de K.
pneumoniae.

45

N\

485

N\

163

N\

323

Diagrama generado con PHYLOViZ del CC485 mediante el algoritmo goeBURST con el parametro
SLV.

Se denomin6 CC485 debido a que la ST485 resaltada en color verde representa el
genotipo ancestral hipotético del complejo clonal.
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5. DISCUSION

Klebsiella pneumoniae es un patégeno de importancia nosocomial relacionado con
IAAS, que en los ultimos afios han constituido un problema de salud importante en
nuestro pais. Ademas, esta incluida en la lista de prioridad mundial de bacterias
resistentes a los antibiéticos, y es necesario mejorar su vigilancia para identificar y
monitorear rapidamente las cepas o plasmidos convergentes.

Las IAAS se encuentran entre las complicaciones prevenibles mas graves en las
unidades de cuidados intensivos neonatales (UCIN) (Kumar et al.,, 2018). Estas
infecciones son complicaciones frecuentes que ocurren durante la hospitalizacion
de los recién nacidos en las UCIN y estan asociadas a condiciones de
susceptibilidad de los pacientes como: prematuridad y estado inmunitario, uso de
dispositivos invasivos como cateterismo vascular central y/o umbilical y ventilacion
mecanica, nutricibn parenteral, uso de antimicrobianos y otras variables
terapéuticas de farmacos relacionados (Polin et al., 2012).

El periodo neonatal, definido como los primeros 28 dias desde el nacimiento, es el
periodo mas vulnerable en la vida de un nifio, dandose en éste el 47% de las
muertes en nifios menores de 5 afios (Perin et al., 2022). Aproximadamente, un
tercio de las muertes neonatales anuales son causadas por infecciones (Seale et
al., 2014), en particular infecciones bacterianas graves como septicemias,
neumonia y meningitis (Zaidi et al., 2005).

Desde hace mas de dos décadas, el aumento de septicemias y meningitis en recién
nacidos provocadas por Klebsiella ha sido motivo de preocupacion (Podschun y
Ullmann, 1998).

Lo anterior posiblemente esté relacionado con una higiene deficiente de las manos
del personal médico, contacto directo con fluidos corporales y contaminacion en el
ambiente intrahospitalario (Rosa-Mangeret et al., 2022).

Aunado a esto, se ha informado el uso sin restricciones de antibioticos de amplio
espectro en el tratamiento de casos graves de COVID-19, con un aumento en el uso
de carbapenémicos durante la primera ola de la pandemia de COVID-19 (Grau et
al., 2021), periodo que coincide con el de toma de muestras para este estudio.

En este estudio, ademas de la produccion de carbapenemasas, la caracteristica que
comparten todas las cepas evaluadas es el gen codificante para la carbapenemasa
NDM-1.
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La NDM-1 es una carbapenemasa perteneciente a la clase molecular B1 de la
clasificacion de Ambler (Wang et al., 2021). Las NDM se describieron por primera
vez en el 2008 en un paciente sueco, el cual, al retornar de la Nueva Delhi, India,
presentd infeccion del tracto urinario por K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos (Yong et al., 2009). En 2011 se reportaron por primera vez dos
cepas identificadas en Guatemala, siendo estos los primeros casos de K.
pneumoniae en Latinoamérica (Pasteran et al., 2012).

La prevalencia de carbapenemasas en K. pneumoniae ha sido poco estudiada en
México, sin embargo, investigaciones recientes han demostrado que la
carbapenemasa NDM-1 es mas frecuente que la de KPC (Aquino-Andrade et al.,
2018). La NDM-1 ha sido reportada como endémica en Estados Unidos, Brasil,
Argentina, Colombia, México y esporadicamente en Canada (Lee et al., 2016; Halat
y Moubareck, 2020).

Para este estudio se utilizé la técnica MLST para el analisis de 20 aislamientos.
Como se indicé en el procedimiento experimental, la cepa 478, identificada como K.
oxytoca, se descartd para el andlisis ya que pertenece a otra especie.
Adicionalmente, para ésta, durante el procedimiento experimental no se obtuvieron
amplicones para algunos genes, mientras que para aquellos que si amplificaron no
se obtuvieron alelos al introducir las secuencias en el software.

La estandarizacion y amplificacién de los genes gapA, infB, mdh, pgi, phoE,y rpoB
se realizé de manera satisfactoria con los oligos descritos por Diancourt et al.
(2005), y se obtuvieron los pesos moleculares esperados conforme a lo reportado
por Institut Pasteur, b (s.f). Sin embargo, en un inicio posterior a la estandarizacion,
para el gen tonB se utilizaron los oligos descritos por Diancourt et al. (2005); a lo
largo del estudio no se obtuvieron amplicones de la mayoria de las muestras. Para
aquellas que si amplificaron, se enviaron las muestras para su secuenciacion. No
obstante, cabe destacar que el numero de bases no coincidia, ademas de que al
hacer el curado de las secuencias éstas mostraban “ruido” asociado a los oligos.
Por ello, se solicitaron los oligos con la secuencia universal para ambos sentidos
con base en el protocolo sugerido por Institut Pasteur, b (s.f.) (ANEXO: Tabla 7).

Una vez que se obtuvieron los amplicones del peso molecular esperado y se
enviaron a secuenciacion, se hizo el analisis de cada una de las 20 muestras
identificadas como K. pneumoniae para obtener los alelos de cada geny las ST's.

Con ayuda de los perfiles alélicos, se obtuvieron 9 ST’s diferentes. Sin embargo, en
el caso de la cepa 416, no se identifico ST con el perfil alélico obtenido con la base
de datos mencionada en el procedimiento experimental, por lo que no se considerd
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para el resto del analisis. Cabe destacar que, con los resultados obtenidos, se puede
confirmar la presencia de una nueva ST y con ello realizar el proceso de registro en
la plataforma para la asignacion de un nuevo numero de ST.

Durante la revision bibliografica se hizo la comparacion de los diferentes métodos
de analisis de dispersion clonal (UPMGA, eBURST, goeBURST) y se llegd a la
conclusién de que goeBURST constituye una herramienta mejorada con respecto a
las anteriores, pues permite la agrupacion de ST's en complejos clonales, por lo que
el andlisis de la dispersion clonal se realizé con este algoritmo.

Esto es, en términos de MLST, los descendientes del fundador permaneceran
inicialmente sin cambios en el perfil alélico, pero con el tiempo surgiran variantes en
las que uno de los siete alelos ha cambiado (por mutacién puntual o recombinacién).
Estos genotipos que tienen perfiles alélicos que difieren del fundador en solo uno
de los siete locus, se denominan variantes en un locus (SLV). Eventualmente, los
SLV se diversificard aun mas, para producir variantes que difieren en dos de los
siete locus (variante en dos locus [DLV]), en tres de los locus (variante en tres locus
[TLV]), y asi sucesivamente (Feil et al., 2004). Es por ello que el algoritmo
goEBURST es el mas viable pues, a diferencia de eBURST, no solo toma en cuenta
la relacién de las ST’s con el genotipo ancestral del complejo clonal, si no que
permite identificar diferencias en uno, dos o tres locus.

El parametro utilizado en este andlisis fue SLV con la finalidad de identificar CC en
los que las ST’s que los confirman difieren en un solo gen.

Con dicho procedimiento, se logré identificar un complejo clonal denominado CC485
conformado por 4 ST’s: 485, 45, 323 y 163 , las cuales fueron recolectadas en el
mismo afio (2021) aunque los pacientes no se encontraban en la misma area de
hospitalizacion. El resto de las ST’s (25, 11, 268, 628 y 870) se denominaron
singletons al no pertenecer a un CC bajo el parametro empleado.

En este estudio, la secuencia tipo ST25 predominé con un 36.84% (Figura 10), ST
gue en los ultimos afios se identifico prevalentemente en cepas de K. pneumoniae
hipermucoviscosa resistente a carbapenémicos en hospitales de Argentina
(Albarracin et al., 2022). Aparte, en un estudio realizado en muestras recolectadas
en el periodo 2015-2017 de 3 diferentes hospitales en la ciudad de Buenos Aires,
Argentina a muestras cuyo proposito fue describir la epidemiologia cambiante de
los linajes de K pneumoniae KPC en entornos clinicos, se pudo observar que la
diseminacion de linajes mas virulentos como ST25 y ST11, ha sustituido la
prevalencia casi absoluta de ST258 en dicha region (Cejas et al., 2019).

El primer estudio que informa una infeccion causada por K. pneumoniae ST25
positivo para blaNDM-1 en la unidad neonatal, se reporté en China en una recién
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nacidas de 9 dias de vida que nacié prematuramente y se obtuvo en cultivo de
liquido cefalorraquideo (LCR) y hemocultivo en octubre de 2019 (Zhao et al., 2022).

La ST258 KPC es una clona de importancia a nivel mundial que, aunque no se
encontré en el presente estudio, es importante mencionarla ya que comunmente
infecta a pacientes hospitalizados. Adicionalmente, cabe sefalar que en China, el
clon dominante de K. pneumoniae productora de KPC es ST11, que esta
estrechamente relacionado con ST258 al ser resistentes a casi todos los
antimicrobianos. En 2016 se detectd un brote causado por ST11 K. pneumoniae
asociado al ventilador en una UCI de un hospital docente terciario en el centro de
China (Hu et al., 2016). Dicha ST (ST11) también se identificd en el presente estudio
en 2 de las 19 cepas (10.53%), siendo éste el primer reporte en México.

En nuestro pais se report6 recientemente la ST25 en un estudio realizado en cepas
clinicas de 4 hospitales de la Ciudad de México recolectados en el periodo 2013-
2015. Se identificaron un total de cuatro clonas con esta ST aisladas en tres de los
cuatro hospitales mencionados (Cérdova-Espinoza et al., 2023). En este mismo
estudio se encontré la ST628, misma que se identifico en 2 de las 19 cepas (10.53%)
analizados en el presente trabajo; asi como la ST485 identificada en 1 de las 19
cepas (5.26%), la cual fue denominada por el algoritmo goeBURST como el
genotipo ancestral hipotético del subgrupo descendiente del complejo clonal
identificado.

La ST45 se encontrd solo en 1 de las 19 cepas (5.26%), si bien en nuestro pais se
reportd con anterioridad en el estado de Guerrero, en un estudio realizado en el
periodo 2013-2014 con muestras de cepas de Klebsiella spp. obtenidas de
pacientes con IAAS de cuatro hospitales rurales (Garza-Ramos et al., 2018).

Del resto de las ST'’s identificadas (ST's ST11, ST163, ST268, ST323 y ST485), no
Se encontraron reportes anteriores en nuestro pais, sin embargo, existen clonas que
fueron previamente reportados en otros paises lejanos.

En un estudio realizado a 107 cepas de K. pneumoniae recolectados entre los afios
2018 y 2019 en un hospital de tercer nivel de atencion en China, se detectd por
primera vez la ST485 que a su vez demostrd por primera vez la coexistencia de los
mcr-1, blaNDM-5 y blaCTX-M-55 (Cao et al., 2021). Esto es relevante ya que éstos
genes éstan implicados en la resistencia a multiples familias de antimicrobianos.

Esta tipificacion multilocus de secuencias, realizada a las 20 cepas de K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos procedentes del hospital pediatrico de
tercer nivel, permitié inferir que este microorganismo no tiene un origen clonal
comun. No obstante, esta informacion permite lograr un mejor control
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epidemioldgico, asi como hacer hincapié en la importancia sobre el manejo de este
tipo de infecciones.
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6. CONCLUSIONES

e Se estandariz6 satisfactoriamente la amplificacion de 7 genes conservados
(gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB y tonB) de K. pneumoniae resistente a
carbapenémicos para la técnica de andlisis multilocus de secuencias (MLST).

e Se amplificaron y secuenciaron 7 genes conservados (gapA, infB, mdh, pgi,
phoE, rpoB y tonB) en 20 aislamientos clinicos de K. pneumoniae resistente
a carbapenémicos codificada por el gen NDM-1.

e Se identificaron 9 ST’s diferentes en 19 de las 21 cepas de K. pneumoniae
resistente a carbapenémicos, de las cuales:

o Cuatro ST's (485, 45, 323 y 163) forman parte del complejo clonal
CC485.

o Cinco ST’s (25, 11, 268, 628 y 870) se denominaron singletons al no
pertenecer a un CC.

e No se encontré una relacion genética estrecha entre las ST’s identificadas,
por lo que la incidencia de K. pneumoniae en este hospital no se asocia a un
origen clonal comun.
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7. PERSPECTIVAS

El presente estudio se centra en solo un hospital pediatrico de tercer nivel de la
Ciudad de México. El andlisis de aislamientos que se obtengan de otros hospitales
de México permitira identificar la presencia y diseminacion de las ST’s, e incluso
identificar nuevas ST’s de relevancia para nuestro pais.

Aungue anteriormente, K. pneumoniae resistente a carbapenémicos se asociaba a
brotes hospitalarios, con elevada mortalidad y rapida propagacién, parece que estas
cepas tienen un comportamiento endémico, por lo que es imperativo el estudio de
la diseminacién de éstas.

Es necesario que se implementen o intensifiquen las campafas y/o estrategias de
educacion y concientizacion sobre el uso de antimicrobianos de amplio espectro y
altimo recurso (carbapenémicos) dirigidas a los hospitales de todo el pais.
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9. ANEXO

Tabla 6. Origen, fecha de obtencion y recepcién de las cepas utilizadas.

No. Clave
1 359
2 360
3 361
4 362
5 406
6 408
7 409
8 411
9 416

10 446
11 447
12 476
13 478
14 480
15 481
16 486
17 487
18 534
19 541
20 558
21 563

Microorganismo

K

K.

K.

. pneumoniae

. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae

. pneumoniae
. pneumoniae

. pneumoniae
. pneumoniae

K. oxytoca

. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae
. pneumoniae

. pneumoniae
pneumoniae

pneumoniae

Origen
Bioldgico
Secrecién

respiratoria
Secrecion
respiratoria

Afio

Orina
Coprocultivo
Sangre
Coprocultivo

Coprocultivo

Liquido
cefalorraquideo

2020 SI

Sangre

Punta catéter

Secrecion
bronquial

Mielocultivo

Sangre

Secrecion
bronquial
Liquido
cefalorraquideo
Liquido
cefalorraquideo
Secrecién
bronquial
Sangre

2021
Sangre

Sangre

Area de
hospitalizacion

Hospitalizacién
Hospitalizacion
Preescolares
UCIN
UCIN
UTIP

UTIP
Preescolares

Lactantes
Escolares

UTIP
UCIN

Preescolares

UTIP
UTIP
Hospitalizacién
Hospitalizacion
UTIP
Hospitalizacion
Hospitalizacion

UCIN

Edad

9 afnos

Desconocida

2 anos

3 meses

1 mes

SI

13 afos

3 afos

4 afios

7 meses

RN

2 anos

3 meses

3 meses

2 meses

2 meses

1 afo

4 meses

4 meses

RN

RN: Recién nacido, UCIN: Unidad de cuidados intensivos neonatales, UTIP: Unidad
de terapia intensiva pediatrica, Sl: Sin informacion.
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Tabla 7. Lista de cebadores para los genes a evaluar por MLST.

Gen

rpoB

gapA

mdh

pai

phoE

infB

tonB*

Cebador

VIC3
VIC2
gapAl73
gapA181
mdh130
mdh867
pgilF
pgilR
phoE604-1
phoE604-2
infB1R
infB2F
tonB1F

tonB2R

Tamano
. de
Secuencia .,
amplicén
(pb)
GGC GAA ATG GCW GAG AAC CA
1075
GAG TCT TCG AAG TTG TAA CC
TGA AAT ATG ACT CCACTC ACG G
662
CTT CAGAAGCGGCTTTGATGG CTT
CCC AAC TCG CTT CAG GTT CAG
756
CCGTTT TTC CCC AGC AGC AG
GAG AAA AAC CTG CCTGTACTG CTG GC
500-700
CGC GCC ACG CTT TAT AGC GGT TAA T
ACC TAC CGC AAC ACC GACTTC TTC GG
602
TGA TCA GAA CTG GTA GGT GAT
TC GCT GCT GGA CTA TAT TCG
462
CGC TTT CAG CTC AAG AAC TTC
CTT TAT ACC TCG GTA CAT CAG GTT
539

ATT CGC CGG CTG RGC RGA GAG

Adaptado de Diancourt et al., 2015; Institut Pasteur, b (s.f.)
*tonB: Secuencia con oligos universales sugerida por Institut Pasteur, b (s.f.)
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