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1. RESUMEN
Desde el inicio de la pandemia por COVID-19, el problema de la resistencia antimicrobiana
(RAM) ha sido cada vez mas importante. La Organizaciéon Mundial de la Salud estima que se
pueden producir hasta 10 millones de muertes para el afio 2050 debido al aumento de
patdgenos resistentes a mdultiples farmacos. Entre ellos destaca Klebsiella pneumoniae,

causante de un alto porcentaje de Infecciones Asociadas a la Atencion de la Salud (IAAS).

La multiple resistencia asociada al género Klebsiella, es resultado de la produccién de
diversas enzimas que confieren resistencia diversos antibidticos, incluidos los
carbapenémicos. Por este motivo, existe la necesidad de buscar nuevos tratamientos,
considerandose el uso de la colistina como uno de los ultimos recursos. Sin embargo, ha

surgido la resistencia a este farmaco a través de diferentes mecanismos moleculares.

Es por ello por lo que el presente proyecto se enfocd en caracterizar dos genes asociados
con la resistencia a colistina (mgrB y mcr-1) en aislamientos de origen clinico de Klebsiella
spp. resistentes a carbapenémicos, provenientes de una coleccién de aislamientos del
laboratorio de la red del Plan Universitario de Control de la Resistencia Antimicrobiana
(PUCRA) coordinada por el Programa Universitario de Investigacion sobre Riesgos
Epidemiolbgicos y Emergentes (PUIREE) de la UNAM.

Las cepas evaluadas en este estudio presentan un amplio rango de resistencia a colistina
(CMI 4 — >64 pg/mL). Al realizar la clasificacion del fenotipo de resistencia se obtuvo que en

su mayoria (82%, n=32) son de tipo XDR.

Se obtuvo un resultado negativo en la amplificacion del gen mcr-1, lo cual sugiere que
encontrar cepas que porten este determinante genético sigue siendo un hecho esporadico.
Sin embargo, los resultados en la amplificacién y analisis de la secuencia del gen mgrB
revelaron que el mecanismo molecular de resistencia a colistina en 18 cepas de K.
pneumoniae y 3 de K. oxytoca (53.8%, n=21) se debe a alguna alteracion en la secuencia del

gen mgrB, ya sea por una mutacién puntual o la adquisicién de una secuencia de insercion.

Por lo tanto, los hallazgos en este estudio pueden ayudar a comprender los mecanismos
moleculares involucrados en la resistencia a la colistina, lo cual puede contribuir a obtener
datos de relevancia epidemiolégica para un mejor control de la RAM y con ello reducir el
riesgo de fracaso en el tratamiento terapéutico.



2. ANTEDECENTES

2.1. Generalidades de los antibioticos

El término antibiotico fue creado a partir de la palabra “antibiosis” que literalmente significa
“contra la vida”. En el pasado, los antibidticos eran considerados compuestos organicos
producidos por un microorganismo, los cuales resultaban tdxicos para otros microorganismos.
Como resultado de esta idea, un antibiético fue definido como una sustancia producida por
un microorganismo o de origen natural, el cual a bajas concentraciones puede inhibir el
crecimiento o ser letal para otros microorganismos. Sin embargo, esta definicion fue
modificada para incluir antibiéticos que son producidos de manera sintética, ya sea de forma

parcial o total [1].

Comunmente los antibidticos se clasifican segun su mecanismo de accion, espectro de
actividad o estructura quimica. Basdndose en esta Ultima, las principales clases de

antibioticos y su mecanismo de accion se muestran en la tabla 1 [2].

Tabla 1. Principales clases de antibiéticos y su mecanismo de accion. Tomado y
modificado de Darby, E., et al. (2023).

Clase de antibiotico Mecanismo de accion Ejemplos

Inhibicién de sintesis de Amikacina, gentamicina,

Aminoglucosi i iCi
oglucosidos proteinas estreptomicina

Penicilinas, cefalosporinas,
cefamicinas, monobactamicos,
carbapenémicos

Inhibicion de la sintesis de

B-lactamicos
pared celular

Inhibicion de sintesis de

proteinas Dalfopristina, quinupristina

Estreptograminas

Inhibicién de sintesis de

proteinas Cloranfenicol, tianfenicol

Fenicoles

Inhibicion de la sintesis de

pared celular Vancomicina, teicoplanina

Glicopéptidos




Tabla 1 (continuacién).

Clase de antibioético

Mecanismo de accion

Ejemplos

Lincosamidas

Inhibicién de sintesis de
proteinas

Clindamicina, lincomicina

Lipopéptidos

Modificacion de la membrana

Daptomicina

Macroélidos

Inhibicién de sintesis de
proteinas

Azitromicina, eritromicina,
claritromicina

Oxazolidinonas

Inhibicidon de sintesis de
proteinas

Linezolid, tedizolid

Péptidos catidnicos

Modificacién de la membrana

Colistina, Polimixina B

Pirimidinas

Inhibicién de la sintesis de
metabolitos esenciales

Trimetoprima

Quinolonas y
fluoroquinolonas

Inhibicién de la replicacién de
ADN

Ciprofloxacino, levofloxacino,
moxifloxacino

Rifamicinas

Inhibicion de la transcripcién

Rifampicina

Sulfonamidas

Inhibicion de la sintesis de
metabolitos esenciales

Sulfametoxazol

Tetraciclinas

Inhibicién de sintesis de
proteinas

Tetraciclina, doxiciclina,
minociclina, tigeciclina

La humanidad se ha beneficiado del uso de antimicrobianos desde hace mas de 100 afios,
ya que han cambiado drasticamente la medicina moderna, logrando extender el promedio de
vida de la poblacion. Sin embargo, desde la década de 1950 ha existido un decline gradual
en el descubrimiento y desarrollo de antibiéticos, sumado al aumento en el uso en diversos

sectores de salud y agricultura, ha contribuido al surgimiento de patdégenos resistentes a estos

farmacos en todo el mundo [3, 4].



2.2. Resistencia antimicrobiana (RAM)
La RAM es definida como la habilidad de los microorganismos de contrarrestar la accion de
los agentes antimicrobianos, y su fendmeno ocurre cuando un antimicrobiano pierde la

eficacia de eliminar al microorganismo y/o de inhibir su crecimiento [4].

Diversas redes de vigilancia epidemioldgica a nivel mundial como el Sistema Mundial de
vigilancia de la resistencia y el uso de antimicrobianos (GLASS) o el Centro de Control y
Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos (CDC), han documentado que la frecuencia
de bacterias resistentes a los antibiéticos ha aumentado durante la Ultima década, ademas
gue cada afio en los EUA, al menos 2 millones de personas sufren infecciones por bacterias

resistentes a los antibiéticos y 23,000 mueren como resultado de estas infecciones.

Como consecuencia, este problema se ha convertido en una de las principales amenazas
para la salud publica en los ultimos tiempos y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
estima que se pueden producir hasta 10 millones de muertes anuales para el afio 2050, con

cerca de 317 mil muertes en la region de Norteamérica debido al aumento de la RAM [4, 5].

2.2.1 Bacterias MDR, XDR y PDR

Uno de los impulsores para que ocurra el desfavorable escenario del afio 2050, es el
surgimiento de patégenos multidrogorresistentes (MDR), extensamente resistentes (XDR) y
pandrogo resistentes (PDR) [6].

Las definiciones para clasificar a las bacterias como MDR, XDR o PDR fueron propuestas en
el 2012 por un grupo de expertos del Centro Europeo para la Prevencion y Control de
Enfermedades (ECDC) y el CDC debido a que la variabilidad en las definiciones impedia una
comparacion fiable de los datos de vigilancia y, en consecuencia, frenaba a que la comunidad
médica tuviera una comprension completa y clara sobre el problema de la RAM, ademas del
impedimento para transmitir informacion precisa al publico o a los formuladores de politicas
sobre la creciente amenaza de estos patdgenos para la salud publica. La adopcion de una
terminologia internacional estandarizada para definir a los organismos que son resistentes a
un numero significativo de medicamentos terapéuticamente activos es un paso importante
para mejorar la comparabilidad de los datos de vigilancia de estos organismos y evaluar mejor

su importancia epidemiolégica mundial, regional y local, asi como su impacto en salud publica

[7].



Ademas, el enfoque de clasificar a los antibioticos segun su estructura quimica, en ocasiones
no es concluyente y puede dificultar la comparacion de resultados entre estudios, por lo que
el mismo grupo de expertos que propuso las categorias MDR, XDR y PDR, construyo
categorias de antimicrobianos para cada bacteria o grupo bacteriano con la intencion de
ubicar a los antibiéticos en grupos mas relevantes desde el punto de vista terapéutico [7]. En
el caso de la familia Enterobacteriaceae, las categorias de antibiéticos incluyen algunos
antibioticos listados en la tabla 1 como son: aminoglucosidos, B-lactamicos, quinolonas,

tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim-sulfametoxazol, fosfomicina y colistina.

De este modo, las bacterias MDR son resistentes al menos a un agente en tres 0 mas clases
de antimicrobianos. Las XDR son resistentes al menos a un agente en todas las categorias
de antimicrobianos excepto dos o menos, es decir, los aislados bacterianos siguen siendo
susceptibles a un antibiético de una o dos categorias. En tanto que las PDR son resistentes

a todos los agentes en todas las categorias de antimicrobianos [7].

Por lo tanto, un aislado bacteriano que se caracterice como XDR también serd MDR. De
manera similar, un aislado PDR también sera caracterizado como XDR y consecuentemente
MDR [7].

2.2.2. Mecanismos de resistencia antimicrobiana en bacterias

La RAM en bacterias puede ser categorizada en intrinseca, adaptativa y adquirida.
Brevemente, la intrinseca es aquella que es debida a propiedades inherentes de la bacteria,
es decir, la célula puede usar los genes que ya posee para sobrevivir a la exposicion a los
antibioticos. Ejemplo de ello ocurre en bacterias del género Enterobacter, ya que es
intrinsecamente resistente a las penicilinas debido a la produccion de la B-lactamasa AmpC
[4, 5, 63].

Por su parte, la resistencia adaptativa se define como la resistencia a uno o mas antibiéticos
inducida por una sefial ambiental especifica, por ejemplo, estrés, estado de crecimiento, pH
o niveles subinhibitorios de antibiéticos. A diferencia de la resistencia intrinseca y adquirida,
la resistencia adaptativa es transitoria. Ademas, este tipo de resistencia se caracteriza por la
rapida reversibilidad al fenotipo no resistente cuando el antibidtico se retira del medio. Por
ejemplo, la resistencia al acido nalidixico y otros antibidticos en E. coli ocurre por la expresion
reversible del sistema de bomba de eflujo Mar/AcrAB cuando la bacteria es expuesta a

concentraciones crecientes del antibiético [4, 5, 64].



La resistencia adquirida ocurre cuando una bacteria previamente sensible adquiere la
capacidad de resistencia por una mutacion en su genoma o la adquisicion de nuevo material
genético de forma exdgena, ya sea a través de la transformacion, captacion del gen resistente
del medio ambiente; transduccion por transferencia del gen resistente de un bacteriéfago o
por medio de la conjugacién bacteriana por contacto directo entre dos células. Un ejemplo
sucede en la bacteria Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) cuando hay una
sobreexpresion del sistema de bomba de eflujo MexAB-OprM, como consecuencia de
mutaciones en genes reguladores transcripcionales, la bacteria expresa resistencia a B-

lactamicos y fluoroquinolonas [4, 5, 65].

Los mecanismos de resistencia adquirida se pueden clasificar en cuatro grupos principales,
que son: 1) modificacion del sitio blanco del antibi6tico, 2) modificaciéon o inactivacién del
antibiotico, 3) reduccion de la permeabilidad, 4) expulsiéon del antibiético, y se ilustran en la
Figura 1 [4, 5].
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Figura 1. Descripcion general de los mecanismos moleculares de resistencia adquirida a antibioticos.
La modificacion del sitio blanco del antibiético (1a) involucra el desvio del blanco (1b) y la proteccion
del sitio blanco (1c). La inactivacion del antibiético (2) contempla la destruccion de la molécula o la

modificacién de esta con la adicion de un grupo quimico. Se muestra como la regulacion a la baja (3)



en la sintesis de porinas lleva a la disminucion del flujo de entrada del antibiético. El flujo activo, a
través de una bomba de expulsion (4) conlleva la salida del farmaco del medio intracelular. (Tomado
y modificado de Darby, E., et al., 2023) [2].

1) Modificacién del sitio blanco del antibiético

Muchos antibiéticos se unen a un blanco primario con alta afinidad, lo que generalmente
inhibe una funcién celular esencial y conduce a la inhibicion del crecimiento o la muerte. Si la
estructura del blanco principal se altera o protege, la unién del antibiotico puede volverse

ineficaz y conferir resistencia al antibidtico [2, 8].

1la) La modificacion del sitio blanco involucra mutaciones en la secuencia del gen o genes
gue codifican la proteina blanco. Por lo tanto, una mutacién en estos genes da como resultado
una menor eficiencia de unién antibidtico-blanco. Por ejemplo, la disminucion de la
susceptibilidad a los B-lactamicos se debe a mutaciones en los genes que codifican las

proteinas de union a penicilina (PBP).

1b) Otra estrategia para la modificacion del sitio blanco consiste en el desvio del blanco. Esto
tiene lugar cuando se produce una via alternativa que elude el antibiético haciendo que el
objetivo original sea redundante. El ejemplo mas conocido de desvio del sitio blanco es
probablemente el surgimiento de Staphylococcus aureus (S. aureus) resistente a la meticilina
(SARM) al adquirir una PBP exogena (PBP2a) que es homologa al blanco original, pero con

menor afinidad por los antibiéticos B-lactdmicos.

1c) Asimismo, la proteccién mediante la modificacidon del sitio blanco también puede ser un
medio eficaz de resistencia a los antibiéticos que no requiere un cambio de tipo mutacional
en los genes que codifica la molécula blanco. Ello ocurre con la adicion de un grupo quimico
al sitio blanco, y de esta forma se evita la unién del antibiético sin alterar la secuencia proteica
primaria del sitio y consecuentemente conserva su actividad. Esto se ve cominmente con las
proteinas Qnr, una familia codificada por genes contenidos en plasmidos presentes a menudo
en bacterias gram negativas, estas proteinas se unen a las topoisomerasas bacterianas

previniendo la accién de las quinolonas [2, 8].



2) Inactivacién o modificacién del antibi6tico

La modificacion de los antibidticos catalizada por enzimas es un mecanismo principal de
resistencia a los antibiéticos. Ejemplos de la inactivacion de antibiéticos incluyen la hidrolisis
de antibidticos B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos y monobactamicos)
por B-lactamasas o la inactivacion de tetraciclinas por la accion de una tetraciclina hidroxilasa
[2, 8].

Por otro lado, la adicion de grupos quimicos a sitios vulnerables en la molécula del antibiético
por parte de enzimas bacterianas provoca resistencia al evitar que el antibiotico se una a su
proteina diana como resultado del impedimento estérico. Se pueden transferir varios grupos
quimicos diferentes, incluidos los grupos hidroxilo, acilo, fosfato, nucleotidilo y ribitoilo. Se han
identificado enzimas modificadoras de farmacos para varios antibidticos, incluidos

aminoglucésidos, macrolidos, rifamicinas, estreptograminas, lincosamidas y fenicoles [2, 8].

Ambos mecanismos estan muy extendidos entre las bacterias debido a la transferencia por

distintos mecanismos de los genes codificantes [2, 8].

3) Disminucion en la acumulacion de farmacos intracelulares por reduccion de la

permeabilidad.

La membrana externa de las bacterias gram negativas contiene porinas, que son canales de
proteina de barril 3. Las alteraciones de la estructura de la envoltura, como la pérdida de estos
canales, cambios en el contenido de fosfolipidos y &cidos grasos o el reemplazo de las porinas
con canales mas selectivos en la membrana externa, pueden afectar la capacidad de un

farmaco para penetrar en la célula bacteriana [2, 8].
4) Expulsiéon del antibiético del medio intracelular.

Ademas de evitar que los farmacos entren en la célula, las bacterias pueden exportarlos
activamente en un proceso conocido como eflujo. Las bombas de eflujo son proteinas
transmembranales que pueden transportar una amplia variedad de compuestos téxicos,
incluidos los antibiéticos, a través de las membranas de una manera dependiente de energia.
Todas las bacterias contienen mdultiples bombas de eflujo, pero son mediadores

particularmente importantes en bacterias gram negativas MDR [2, 8].



2.2.3 Patégenos prioritarios en atencion hospitalaria

En 2017, la OMS publicé su primera lista de patdgenos que requieren atencion prioritaria por
ser resistentes a los antibidticos, en la que se incluyen a 12 familias de bacterias mas
peligrosas para la salud humana. La lista de la OMS se divide en tres categorias; prioridad
critica, elevada y media, dependiendo la urgencia en que se necesitan nuevos antibidticos

para tratar infecciones causadas por estos patégenos [9].

Es de destacar que la lista resalta el problema que suponen las bacterias del grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.), clasificando a los bacilos gram
negativos (BGN) de este grupo en “Prioridad critica” [9]. Las bacterias del grupo ESKAPE son
una amenaza para la salud porque causan un porcentaje elevado de IAAS, llegando a
representar entre 15-31% de los casos [10, 11]. Ademas, la RAM esta muy extendida, ya que
este grupo de bacterias tiene la capacidad innata de encontrar nuevas formas de resistir a los
tratamientos y pueden transmitir material genético que permite a otras bacterias convertirse
en farmacorresistentes, debido a sus mecanismos de patogenicidad y resistencia

evolutivamente muy desarrollados [12].

2.3 Klebsiella sp.
2.3.1. Generalidades

Klebsiella sp. se trata de un género de bacilos gram negativos, oxidasa negativos, capsulados
e inmdviles. El género pertenece a la familia Enterobacteriaceae, en la que se encuentran
otros geéneros como Escherichia, Salmonella, Serratia, Citrobacter, Enterobacter, etc.
Actualmente, en Klebsiella sp. se incluye una amplia variedad de especies. Por una parte, se

encuentra el complejo Klebsiella pneumoniae (KpSC) que se divide en siete filogrupos:

1) K. pneumoniae (Kpl),

2) K. quasipneumoniae subsp. quasipneumoniae (Kp2)
3) K. variicola subsp. variicola (Kp3)

4) K. quasipneumoniae subsp. similipneumoniae (Kp4)
5) K. variicola subsp. tropica (Kp5)

6) K. quasivariicola (Kp6)

7) K. africana (Kp7)



Estos filogrupos comparten entre 95% - 96% de identidad de nucledtidos con K. pneumoniae
sensu stricto. Por otro lado, existen especies que comparten en promedio 90% de identidad
de nucledtidos con KpSC, por ejemplo, K. oxytoca, K. grimontii, K. pasteurii y K.
michiganensis. Estas clasificaciones se basan en métodos de secuenciacion o el uso de
plataformas de espectrometria de masas (MALDI-TOF). K. variicola y K. oxytoca son
relativamente comunes en infecciones nosocomiales (10-20%) y pueden adquirir genes y
plasmidos de resistencia a los antimicrobianos de K. pneumoniae, sin embargo, sus perfiles
de virulencia no se han caracterizado completamente. La especie de mayor relevancia clinica
es K. pneumoniae ya que representa aproximadamente el 85% de los aislamientos clinicos,

por lo que la mayoria de los datos disponibles se centran en esta especie [13, 14].

Las especies de Klebsiella pueden sobrevivir en una amplia variedad de entornos como el
suelo, agua, plantas y animales. En el ser humano son patdégenos oportunistas que forman
parte de la microbiota de la nariz, garganta, piel y el tracto intestinal de personas sanas, pero
pueden causar una amplia diversidad de infecciones. Las manifestaciones clinicas incluyen
neumonia, infecciones de tejidos blandos y heridas quirargicas, infecciones del tracto urinario,
infecciones del torrente sanguineo y sepsis. Estas infecciones ocurren en grupos de pacientes
vulnerables, como los recién nacidos, ancianos, pacientes con dispositivos médicos

insertados o inmunocomprometidos [13 - 16].

2.3.2. RAM en Klebsiella spp.

Klebsiella spp. es propensa a acumular mutaciones y adquirir determinantes genéticos que
llevan al surgimiento de cepas MDR, XDR o PDR. En K. pneumoniae se han identificado mas
de 100 genes de resistencia antimicrobiana que codifican diferentes productos que confieren
resistencia a distintas clases de antibidticos, incluidos B-lactamicos, aminoglucésidos,
guinolonas, tigeciclina y polimixinas [13]. Por ejemplo, las cepas productoras de BLEEs
hidrolizan penicilinas, cefalosporinas (12 a 42 generacién), cefamicinas y monobactamicos,
mientras que las cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos (CRKp) producen
uno o mas tipos de carbapenemasas, siendo la metalo-B-lactamasa de Nueva Delhi (NDM) la

mayormente diseminada alrededor del mundo [17, 18].

La RAM asociada es muy variada a nivel global, dependiendo de factores como la region
geogréfica, los recursos economicos y el uso de antibidticos en cada pais. Datos del 2020

muestran que en paises desarrollados la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion
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(C3G) fue hasta del 31.2% y en cuanto a los carbapenémicos alcanz6 un 7.9% el mismo afio.
En contraste, los paises en vias de desarrollo tienen tasas de resistencia mas elevadas; hasta
del 79% para las C3G y varia del 16.5% al 34.8% para los carbapenémicos [16, 19, 20].

En México, el panorama es similar al resto de paises con economias emergentes, Klebsiella
spp. productora de BLEEs ha aumentado su resistencia del 28% en 2010 a 55.5% en 2020,
mientras que a los carbapenémicos ha sido de 0% hasta 10% en el mismo periodo de tiempo
[21]. Especificamente, en K. pneumoniae se ha encontrado que en C3G y cefalosporinas de
cuarta generacion, la resistencia fue del 65% en el 2022 [22] y alcanzd un maximo del 6.9%

en el 2019 a los carbapenémicos [22, 23].

La mayor preocupacion clinica es el aumento de cepas de Klebsiella spp. MDR vy
particularmente de CRKp, ya que se estima una mortalidad asociada a IAAS del 42% por
CRKp, en comparacion con el 21% para las cepas sensibles a carbapenémicos [14] Ademas,
para estas infecciones no se cuenta con un tratamiento 6ptimo, sin embargo, existen opciones
limitadas de terapia antimicrobiana para las infecciones por estos patégenos, a saber,
eravaciclina, plazomicina, tigeciclina, cefiderocol, meropenem/vaborbactam,
imipenem/relebactam, ceftazidima/avibactam vy colistina, aunque el uso de estos
antimicrobianos depende de la disponibilidad de los mismos en cada pais y centro hospitalario
[13].

2.4 Colistina
2.4.1. Generalidades

La colistina, también conocida como Polimixina E, es un lipopéptido catiénico descubierto en
Japdn en 1947, inicialmente se consideré un metabolito secundario producido por la bacteria
gram positiva Paenibacillus polymyxa. El grupo de las polimixinas incluye cinco compuestos
(A, B, C, Dy E), sin embargo, sélo dos son usados clinicamente, la polimixina B y la colistina
(Figura 2), este ultimo usado en dos variantes, la primera como profarmaco, metanosulfonato
de colistina sédico (CMS) o también conocido como colistimetato de sodio para uso parenteral
o en forma nebulizada en medicina humana, y la segunda variante, el sulfato de colistina (CS)

para uso topico y oral en medicina veterinaria [24, 25].
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Colistina (Polimixina E)

Polimixina B,: R=CH;

Polimixina B,: R=H )_<_\m,.

Polimixina B

Figura 2. Estructuras de la colistina y la polimixina B. Tomado y modificado de Sun, Z. & Palzkill, T.
(2021) [28].

Desde 1959, la FDA aprob¢ a la colistina como un agente antimicrobiano contra BGN pero su
uso fue gradualmente suspendido debido a su alta nefrotoxicidad y la disponibilidad de
agentes menos téxicos como los aminoglucésidos a mediados de la década de 1970, pero
por muchas décadas persistid6 su uso en formulaciones tépicas para el tratamiento de
infecciones en ojos y oidos, asi como agente profilactico en medicina veterinaria para la

descontaminacion selectiva intestinal del ganado [24 - 27].

2.4.2. Mecanismo de accion

La colistina es principalmente activa contra los BGN debido a la presencia del lipopolisacéarido
(LPS) en su ME, estos componentes protegen a la bacteria al dificultar el paso de antibiéticos
hidrofébicos y/o de gran tamafio. La estructura del LPS comprende tres dominios: una cadena
de antigeno O, un nucleo de polisacarido y un lipido A conservado que actia como un ancla
en la ME. La accidn antibacteriana ocurre por la interaccion entre la colistina y el lipido A de

la bacteria, por medio de un modelo llamado via de captacion autopromovida (Figura 3) [26].
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En la via de captacion autopromovida, los residuos del acido L-diaminobutirico (cargado
positivamente) de la colistina se unen por interacciones electrostaticas a los grupos fosfato
(cargados negativamente) del lipido A. Después, la colistina desplaza a los cationes
divalentes Ca?* y Mg?* que se encuentran unidos a los grupos fosfato de los lipidos de la
membrana. Los cationes divalentes tienen la funcién de unir moléculas de LPS y con ello
permitir la estabilizacidon de la ME; al ser desplazados, la membrana se desestabiliza y permite
la captacion de la colistina. Posteriormente, la colistina inserta sus regiones hidrofobicas,
causando una expansién de la ME, permitiendo al farmaco atravesar la membrana como un
autopromotor. La bicapa de fosfolipidos de la membrana interna (MI) también pierde
estabilidad, debido a la accidén de grupos hidrofilicos en las cadenas de acidos grasos de la
colistina, esto cambia la integridad de la Ml y conduce a su destruccién, produciendo su lisis
y fuga del contenido periplasmico y citoplasmatico, llevando finalmente a la muerte de la
bacteria [24, 26].
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@ Contenido
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Figura 3. Diagrama del mecanismo de accion de la colistina en BGN. La colistina ejerce su accion
bactericida al atacar el lipopolisacarido de las membranas externa e interna de la bacteria. Tomado y
modificado de Sun, Z. & Palzkill, T. (2021) [28].

2.4.3. Mecanismos de resistencia a colistina en Klebsiella spp.
En afos recientes, el empleo de la colistina ha resurgido a causa del incremento en la

incidencia de bacterias MDR, particularmente en infecciones por K. pneumoniae, P.
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aeruginosa y A. baumannii. Sin embargo, el uso excesivo e inadecuado de este farmaco ha
provocado la emergencia y diseminaciéon de cepas resistentes. En K. pneumoniae, la
resistencia a colistina ocurre cuando se presentan mutaciones en genes cromosomicos 0
incluso si la bacteria adquiere algun elemento genético movil. La deteccidén de estos ultimos
es preocupante debido a su potencial para acelerar la transmision de la resistencia a colistina
entre especies del género Klebsiella e incluso entre diferentes géneros de bacterias [24, 26,
29].

Existen tres tipos de mecanismos de resistencia cromosémicos en Klebsiella sp.: 1)
modificacion del LPS, 2) sobreproduccion del lipopolisacarido capsular y 3) expresion de

sistemas de bombas de expulsion del farmaco [24 - 26].
1) Modificacion del LPS

Es la estrategia principal que permite la resistencia a colistina en K. pneumoniae. La
modificacion del LPS puede ocurrir por mutaciones en los genes pmrA, pmrB, phoP, phoQ,
mgrB y crrB principalmente. Sin embargo, la modificacién del LPS también puede ser mediada

por la adquisicién de un elemento genético movil [26, 29].

Los genes pmrA y pmrB, asi como phoP y phoQ regulan la expresion de los sistemas de dos
componentes PmrAB y PhoPQ respectivamente. PhoQ y PmrB son cinasas sensoras que
pueden detectar sefiales ambientales como la reduccién del contenido de Mg*?y Ca*? o la
presencia de colistina en el medio extracelular, por lo que pueden cambiar los patrones de
expresion de estos sistemas ante un estimulo ambiental. La activacion de PhoQ y PmrB
conducen a la fosforilacion de los reguladores de respuesta PhoP y PmrA respectivamente
[25, 26].

PhoP fosforilado aumenta la transcripcion de varios genes que conducen a la adicion de
residuos catidénicos de 4-amino-4-deoxi-L-arabinosa (L-Ara4N) y/o fosfoetanolamina (pEtN) y
consecuentemente reemplazan a los grupos fosfato del lipido A del LPS. PhoP también
aumenta la transcripcion de pmrD, su producto (PmrD) se une y estabiliza a PmrA en su
estado fosforilado. Luego, PmrA activa la transcripcion de los operones
pmrCAB y pmrHFIJKLM (también llamado arnBCADTEF), asi como la transcripcion
del gen pmrE. El operén pmrCAB esta involucrado en la modificacion del LPS por adicion de
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pEtN, mientras que el operon pmrHFIJKLM y el gen pmrE son responsables de la sintesis del
residuo de L-Ara4N y su union al lipido A (Figura 4) [25, 26].
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Figura 4. Mecanismos moleculares de resistencia a colistina en Klebsiella spp. L-Ara4N, 4-amino-4-
deoxi-L-arabinosa; pEtN, fosfoetanolamina. (Tomado y modificado de Rodriguez J., et al. 2021).

Por otra parte, el gen conservado de 141 nucleétidos conocido como mgrB, actia como
regulador de retroalimentacion negativa del sistema PhoPQ. mgrB codifica la proteina MgrB
(también llamada YobG); una pequefia proteina transmembranal compuesta de 47
aminodacidos que suprime la expresion del gen que codifica PhoQ (Figura 4). La delecion o
inactivacion de mgrB en diferentes posiciones por secuencias de insercion (IS) o debido a
mutaciones puntuales (no sinénimas y sin sentido) causan la sobreexpresion del sistema
PhoPQ e indirectamente PmrAB que conducen finalmente a la modificacion del lipido A [24]
y representan la principal causa de resistencia a colistina en cepas de K. pneumoniae de
origen clinico [25, 26, 30].

Ademas, se han descrito mutaciones en el operén ccrB. Este operdn codifica dos proteinas,
la proteina reguladora CrrA y la proteina cinasa sensora CrrB. La activacion de este operén
activa la transcripcién de una proteina analoga a PmrD conocida como Crrc que activa PmrA
(Figura 4). En K. pneumoniae, la inactivaciéon del gen crrB conduce a la sobreexpresion

del sistema PmrAB que a su vez conduce a la modificacion del lipido A [25, 26].
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2) Sobreproduccién del lipopolisacarido capsular

Otro mecanismo de resistencia a colistina en K. pneumoniae que se ha propuesto
recientemente es la sobreproduccion de polisacaridos capsulares (PSC), ya que naturalmente
representan una barrera protectora al atrapar y dificultar la union entre los péptidos
antimicrobianos como las polimixinas o la a-defensina de neutroéfilos humanos y el LPS de la
bacteria [25]. La interaccion entre el PSC de superficie y el LPS es de tipo idnica, la cual esta
estabilizada por cationes divalentes. Por lo tanto, el desplazamiento de estos cationes por la

colistina da como resultado la liberacion de PSC [26].

Existen informes en donde cepas de K. pneumoniae aumentan la cantidad de PSC cuando
son cultivadas con colistina, sin embargo, este mecanismo confiere poca proteccion contra la
colistina ya que existen cepas deficientes de capsula que presentan una concentracion
minima inhibitoria (CMI) equivalente a cepas de tipo silvestre con capsula, por lo tanto, el
papel de la capsula en la mediacion de la resistencia a colistina sigue siendo objeto de debate
[25, 30].

3) Expresion de sistemas de bombas de eflujo

Debido a que las polimixinas tienen una naturaleza anfipatica y actian de la misma manera
gue otros detergentes bioldgicos, los sistemas de bombas de eflujo pueden estar involucrados
en la resistencia a colistina, ya que se ha demostrado que los inhibidores de las bombas de

eflujo pueden disminuir significativamente la CMI de cepas resistentes a colistina [25, 26].

La bomba de eflujo mejor caracterizada es la bomba tripartita AcrAB-TolC. Se han descrito
estudios en donde cepas de K. pneumoniae resistentes a polimixinas sobre expresan los
genes acrA, acrB y tolC, asi como sus reguladores SoxS y RamA, este ultimo regulador
también se ha asociado con la biosintesis del lipido A. La sobreexpresion de RamA mediante
la inactivacion de su regulador negativo RamR (Figura 4) media las alteraciones del lipido A

gue disminuyen la susceptibilidad a colistina [25, 30].

También, mutaciones en el gen kpnEF puede disminuir al doble la CMI de colistina en
comparacion con una cepa silvestre al aumentar la sobreexpresion de la bomba de eflujo
KpnEF. Por su parte, la proteina CrrC, no solo se encuentra involucrada en la modificacion

del lipido A, también induce la expresion de la bomba de expulsion KexD (Figura 4). Se ha

16



informado que aislamientos con mutaciones en el gen crrB se distinguen por presentar altos
niveles de resistencia a colistina (CMI = 128 ug/mL) [25, 26, 30].

Ademés de los mecanismos de resistencia basados en mutaciones cromosomicas, la
transferencia horizontal mediante conjugacion de genes transmitidos por plasmidos, por
ejemplo, el gen moévil de resistencia a colistina (mcr) se ha convertido en una causa importante

para la diseminacion de la resistencia a las polimixinas entre varios BGN [25, 26].

A finales del 2015 se encontré el gen mcr-1 en una cepa de E. coli aislada de cerdos para el
consumo humano en China. Desde entonces, la diseminacién de mcr-1 entre diferentes
cepas de enterobacterias se ha informado en todo el mundo en méas de 30 paises en los cinco
continentes a partir de diversas muestras. Aunque varios informes han propuesto que las
moscas pueden servir como vectores intermedios para la transmision de mcr-1 entre

animales y humanos, la ruta exacta para la propagacion de mcr-1 sigue siendo ambigua [26].

Posteriormente en el afio 2016, en Bélgica, se detecté una variante de mcr-1 en una cepa de
E. coli recuperada de ganado vacuno y porcino, nombrada mcr-2 debido a que comparte el
81% de identidad de aminoacidos con el primer gen. Este hecho abrié la posibilidad de la
existencia de mas variantes de mcr-1. Actualmente se han descrito 10 alelos del gen que
codifican las enzimas MCR-1 a MCR-10, las cuales tienen diferentes origenes filogenéticos,
variantes genéticas, plasmidos portadores, especies bacterianas portadoras e impactos en la
resistencia a la colistina [25, 26, 29]. Las enzimas MCR, codifican una pEtN transferasa que
conduce a la adicion de un residuo de pEtN al lipido A del LPS, aumentando las cargas
catiénicas del LPS y, en consecuencia, disminuyendo la afinidad de la colistina por el LPS
[26].

Ademas, la identificacion de enterobacterias que contienen el gen mcr-1 junto con genes para
la expresion de BLEES y/o carbapenemasas [24, 26], asi como la deteccion del gen mcr-1 en
aislamientos clinicos de P. aeruginosa y A. baumannii, implica una preocupacion adicional en
salud publica [25].
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3. JUSTIFICACION

Klebsiella spp. resistente a carbapenémicos es un patdgeno que requiere especial atenciéon
en el entorno clinico. En México, la informacién sobre los mecanismos involucrados en la
resistencia a colistina es limitada, por lo que el presente estudio permitira conocer el
mecanismo molecular de resistencia a colistina asociado a cepas de Klebsiella spp. de origen
clinico, y con ello se obtendran datos de interés epidemiol6gico que pueden ayudar a un mejor
control de la RAM.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Caracterizar el mecanismo de resistencia a colistina en 39 aislamientos de Klebsiella spp.
resistentes a carbapenémicos y colistina (CRK-colR), provenientes de cinco hospitales de
México y procesados en el laboratorio del Plan Universitario de Control de la Resistencia
Antimicrobiana (PUCRA), UNAM entre junio de 2019 y diciembre de 2022.

4.2. Objetivos particulares
Determinar la resistencia a colistina en aislamientos de CRK mediante los métodos de

microdilucion y macrodilucion en caldo.
Clasificar los aislamientos CRK-colR como MDR, XDR o PDR.

Identificar la presencia del gen mcr-1 para establecer si la resistencia a colistina en

aislamientos CRK-colR es mediada por la adquisicion de este gen.

Amplificar y analizar la secuencia del gen mgrB de aislamientos CRK-colR para establecer si

la resistencia a colistina es mediada por alguna mutacion en este gen.
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5. METODOLOGIA

5.1. Origen de los aislamientos.

Los aislamientos fueron recuperados previamente de un grupo de pacientes de cinco
hospitales en 3 estados de la Republica Mexicana (Ciudad de México, Jalisco y Guanajuato),
en los cuales fueron identificados como resistentes a carbapenémicos en el periodo de enero
de 2018 a diciembre de 2023.

De los 39 aislamientos CRK-colR, 26 provienen del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (INNN) de la CDMX, 9 aislamientos de la Unidad Médica
de Alta Especialidad Hospital de Pediatria Dr. Silvestre Frenk Freund del Centro Médico
Nacional Siglo XXI de la CDMX (UMAE-Pediatria), 2 aislamientos del Hospital Civil de
Guadalajara Fray Antonio Alcalde de Guadalajara, Jalisco (HCG), 1 aislamiento del Hospital
Regional de Alta Especialidad del Bajio de Ledn, Guanajuato (HRAEB), y 1 aislamiento del
Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra (INR) de la CDMX (Figura 5).
Ademas, 28 aislamientos se relacionaron con IAAS, mientras que el resto no se contaba con

este dato.

UMAE

23% (n=9)

INNN N HCG
67% (n=26) . 51% (n=2)

INR
2.6% (n=1)

HRAEB
2.6 % (n=1)

Figura 5. Distribucion de los aislamientos segun la institucion hospitalaria de origen. INNN, Instituto
Nacional de Neurologia y Neurocirugia; UMAE, Unidad Médica de Alta Especialidad Hospital de
Pediatria; HCG, Hospital Civil de Guadalajara; INR, Instituto Nacional de Rehabilitacion; HRAEB,
Hospital Regional de Alta Especialidad del Bajio.
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La edad de los pacientes varia desde los 2 meses a los 89 afios. El origen biol6gico también
es diverso: 17 aislamientos provienen de secrecion respiratoria, 8 de orina, 5 de liquido
cefalorraquideo, 3 de sangre, 2 de herida quirargica y 3 aislamientos son de otros origenes
como coprocultivo, punta de catéter y secrecion de gastrostomia, 1 aislamiento se desconoce

el origen (Figura 6).

Sec. Resp. —— /369 (n=17)
Orina I 2(0.5% (n=8)
LCR 12.8% (n=5)
Otros 7.7% (n=3)

Sangre T 7.7% (n=3)
Herida quirdrgica wmmm 5.19% (n=2)
Desconocido ®l 2.6% (n=1)

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0
Porcentaje de aislamientos (Nimero de aislamientos)

Figura 6. Distribuciébn de los aislamientos segun su origen bioldégico. Sec. Resp., Secrecion
respiratoria; LCR, Liquido cefalorraquideo.

5.2. Identificacion y perfil de resistencia/susceptibilidad.

Los 39 aislamientos fueron recibidos en el laboratorio del PUCRA entre junio del 2019 y
diciembre de 2022. Una vez recibidos, se sembraron en agar MacConkey y agar Mueller
Hinton (MH), y se incubaron durante 24 horas a 35 °C. A partir del crecimiento en agar MH,
se corroboré la identificacion y perfil de susceptibilidad antimicrobiana mediante el equipo
automatizado VITEK-2 (Anexo 1). La identificacion de los aislamientos fue corroborada por
medio del sistema MALDI-TOF. Posteriormente, se preservaron los aislamientos resistentes

a carbapenémicos por congelacion en medio soya tripticaseina con 10% de glicerol.

5.3. Determinacion de la CMI de colistina.
La CMI de colistina fue determinada mediante los métodos de microdilucion y macrodilucion
en caldo siguiendo las indicaciones del CLSI [31]. El medio utilizado fue Caldo Mueller-Hinton

ajustado con cationes Ca?*y Mg?* (CAMHB) a una concentracion de 1 pg/mL de cada uno.
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La macrodilucion se realizé a una concentracion de colistina de 2 pg/mL. Para la microdilucion
se prepararon diluciones dobles seriadas partiendo de una concentracion de 64 pg/mL y hasta
0.0625 pg/mL. Este ensayo se realizo en microplacas de 96 pocillos con fondo en U, teniendo

una distribucién en cada placa que se muestra en la Figura 7.

En ambos ensayos, se utilizé la cepa E. coli NCTC 13846, portadora del gen mcr-1, como
control positivo de resistencia a colistina. Su procedimiento se describe a detalle en el Anexo
2. Una vez colocado el in6culo bacteriano a una concentracion final recomendada de 7.5x10°

UFC/mL, se incub6 durante 24 h antes de realizar la lectura de resultados [31].

Concentracion de colistina (ug/mL)

0.25 0.0625
64 32 16 8 4 2 1 05 TOJZST 0

1 2 3 4 5 5 7 8 9 10 11 12
= /\/\
[\)K)K/K/K/\/\/\/\)\/\/ ] o

L\)\J\Jk/\)\]\/\/@\?()
C(/k/&/k,\/\/\/\/(ﬁﬁ_)‘ao
D\V)K)k/k/L/\/\/k/\y_)OO il
NN N islamientos
/\_/‘O
ololelele
' =
”ka/K/k/k_/&/&/\_/\_jf_\\:/‘(_) i
[H\JK)K/KA /\/k/\/\)()”(/\()]"—’ CR

Figura 7. Distribucion de los aislamientos y controles para el ensayo de microdilucién en caldo en
microplaca de 96 pocillos para determinar la CMI de colistina. CP, Control Positivo; CR, Control de
Reactivos.

5.4. Obtencién del ADN.

Para cada aislamiento se partié de un cultivo puro de 24 h en una placa de agar MH, se tomé
entre una y dos asadas de las colonias, se resuspendieron en 1 mL de SS al 0.9% en un
microtubo Eppendorf, el cual se colocé en bafio Maria a ebullicion por 10 minutos y
posteriormente en hielo durante 10 minutos mas. Luego, se centrifugd a 8,000 rpm por 1 min
y se descarto el sobrenadante. La extraccion y purificacion del ADN se continué con el Kit de
extraccion QlAamp® siguiendo las instrucciones del fabricante. La cuantificacion se realizé

en el espectrofotometro NanoDrop™ 2000c. La concentracion se ajusté entre 17-21 ng/uL.
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5.5. Preparacion de los oligonucleotidos.

Las secuencias de oligonucledtidos fueron obtenidas de Liu, et al. (2016) [32] y de Cannatelli,
et al (2014) [33] correspondientes a los genes mcr-1 y mgrB respectivamente y fueron
sintetizados en la empresa Sigma-Aldrich. Las secuencias se presentan en la tabla 5. Cada
oligonucledtido fue disuelto en agua estéril grado biologia molecular libre de nucleasas para
alcanzar una concentracion de 100 pM. Posteriormente se realizaron las diluciones

correspondientes para obtener la concentracion deseada en cada PCR.

5.6. Estandarizaciéon de la amplificacién del gen mcr-1 por PCR de punto final.
La mezcla de reaccion se preparé con las condiciones descritas por Vila, A., et al. (2016) [34].
El volumen y concentracion empleada para cada reactivo se indican en el Anexo 3. Cada

reaccion se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL.

El tiempo y nimero de ciclos se realizaron siguiendo las condiciones indicadas por Liu, Y., et
al. (2016) [33]: desnaturalizacion inicial por 5 min a 94°C, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion (94°C, 30 s), alineamiento (45°C, 30 s) y extension (72°C, 30 s).

Finalmente, se llevd a cabo un paso de extension final a 72°C por 5 min.

La visualizacion de los amplicones se realizé por electroforesis en gel de agarosa al 1.5%
utiizando TBE 1X como amortiguador de pH y tefiido con bromuro de etidio al 0.5%. Los
detalles de la preparacion del TBE se indican en el Anexo 3. El tamafio esperado para el

amplicén fue de 309 pb.

5.7. Estandarizacion de la amplificacion del gen mgrB por PCR de punto final.

El volumen y concentracion de cada reactivo para la preparacion de la mezcla de reacciéon se
determin6 basandose en las condiciones del gen mcr-1. Estos datos se indican en el Anexo
3. Cada reaccion se llevé a cabo en un volumen final de 25 pL. Se utilizaron dos pares de
oligonucleotidos (Figura 8), el primer par (mgrB_ext) con el objetivo de amplificar la region del
marco abierto de lectura (ORF) mas regiones colindantes. El segundo par empleado
(mgrB_int) se utiliz6 en caso de que no se observara algun producto amplificado con el par

de oligonucledtidos mgrB_ext.

El tiempo y numero de ciclos se realizaron siguiendo las condiciones indicadas por Cannatelli,
A., et al. (2014):
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mgrB_ext: desnaturalizacion inicial por 3 min a 95°C, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizacion (95°C, 30 s), alineamiento (54°C, 30 s) y extension (72°C, 105 s).

Finalmente, un paso de extension final a 72°C por 5 min.

mgrB_int: desnaturalizacién inicial por 3 min a 95°C, seguido de 30 ciclos de
desnaturalizaciéon (95°C, 30 s), alineamiento (54°C, 30 s) y extension (72°C, 60 s).

Finalmente, un paso de extension final a 72°C por 5 min.

mgrB_int
110 pb

253 pb

magrB_ext

Figura 8. Mapa de la regiéon cromosdmica portadora del gen mgrB en K. pneumoniae. (Modificado de
Cannatelli, A., et al. (2014) [33]. El mapa estd basado en la secuencia del cromosoma de K.
pneumoniae ATCC BAA-1705 (No. de acceso de GenBank NZ AOGQ01000017.1). Los genes
KPBAA1705 RS15410 y KPBAA1705 RS15415 codifican para las proteinas YobH y YebO
respectivamente. Las flechas indican la direccion de replicacion de cada gen; pb, pares de bases.

La visualizacion de los amplicones se llevo a cabo por electroforesis en gel de agarosa al
1.5% utilizando TBE 1X como amortiguador de pH y tefiido con bromuro de etidio al 0.5%. El
tamafio esperado para cada amplicon fue de 253 pb para la region externa y 110 pb para la

region interna.

5.8. Secuenciacion y analisis de secuencias del gen mgrB

Los productos de PCR de la amplificaciébn de la region externa del gen mgrB de los 39
aislamientos CRK-colR, asi como el control positivo K. pneumoniae ATCC BAA-1705 fueron
enviados al Laboratorio Nacional de Biodiversidad (LaNaBio) de la UNAM para su

secuenciacion por el método de Sanger.
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Una vez recibidos los resultados de la secuenciacion, estos fueron analizados empleando
diversos programas y herramientas bioinformaticas. Se utilizaron los programas Chromas
v2.6.6, Unipro UGENE v48.1, Finch TV 1.4.0 y Jalview v2.11.2.7 para el curado de las
secuencias, alineamiento con las secuencias de referencia (Anexo 3) y obtencion de una
secuencia consenso de ADN para la comparacion posterior con la base de datos ISFinder
[35] en busca de secuencias de insercién. Ademas, la secuencia consenso se utilizé para
obtener la secuencia de aminoacidos en busca de mutaciones no silenciosas con la
herramienta blastx del NCBI [36].

24



6. RESULTADOS

6.2. Identificacion y fenotipo de resistencia de los aislamientos de Klebsiella spp.

Con el uso del equipo VITEK-2 se realizo la identificacion inicial de los 39 aislamientos de
Klebsiella spp. (Figura 9), teniendo dos especies diferentes: K. pneumoniae en 34
aislamientos y K. oxytoca en 4 casos. Unicamente 1 aislamiento fue identificado finalmente
como K. variicola por MALDI-TOF (identificado como K. pneumoniae por VITEK-2

inicialmente).

Considerando los aislamientos con una CMI = 4 yg/mL como resistentes (CLSI 2023), la CMI
de colistina para los aislamientos tuvo un intervalo de 4 a 64 pg/mL. Su distribucion en el
intervalo de concentraciones empleadas en el ensayo de microdilucion en caldo, asi como los
valores de CMIso y CMlgo se muestran en la Tabla 2. Asimismo, el resultado para el control

susceptible a colistina (K. pneumoniae ATCC BAA-1705) mostré una CMI=1 pg/mL.

Tabla 2. CMI de colistina de los aislamientos CRK-colR

Porcentaje acumulativo de los aislamientos con las
siguientes concentraciones de colistina (ug/mL): CMlso CMlsgo
(Mg/mL)  (ng/mL)

4 8 16 32 64 >64
No. de
Aislamientos 11 3 4 8 8 5
% de 32 >64
aislamientos 28.2 35.9 46.2 66.7 87.2 100

Con los resultados anteriores, en conjunto con los obtenidos previamente por el equipo
VITEK-2 se obtuvo la clasificacién de resistencia para todos los aislamientos, siguiendo las
definiciones y criterios propuestos por Magiorakos, et al. (2012) (Figura 9).
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A B
3% (n=1)

5% (n=2)

B K. pneumoniae BK. oxytoca mK. varicola mMDR mXDR mPDR

Figura 9. A: Distribucion de los aislamientos de Klebsiella spp. segun la especie identificada por el
sistema semiautomatizado VITEK-2 y MALDI-TOF. B: Clasificacion del fenotipo de resistencia
encontrado en los aislamientos CRK-colR. MDR, multidrogorresistente; XDR, extensamente
resistente; PDR, pandrogo resistente.

6.3. Estandarizacion e identificacién del gen mcr-1 por PCR de punto final

La estandarizacion en la amplificacion del gen mcr-1 resulté correcta al observar una unica
banda con el tamafio esperado para el control positivo (Figura 10).

500 pb
300 pb ~ 309 pb

100 pb

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la estandarizacion para la amplificacion del gen
mcr-1 por PCR en Klebsiella spp. MPM, marcador de peso molecular; CP, Control Positivo (E. coli
NCTC 13846); CR, Control de Reactivos; pb, pares de bases.

La amplificacion del gen mcr-1 para los 39 aislamientos estudiados resultd negativa ya que al
realizar la electroforesis no se observé ningn amplicdn con el tamafio esperado.
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6.4.Estandarizacion e identificacion del gen mgrB por PCR de punto final

La estandarizacion en la amplificacion del gen mgrB result6é correcta ya que se observa una
banda de =253 pb (Figura 11) utilizando los oligonucledtidos externos (mgrB_ext) y una
banda de =110 pb con los oligonucleétidos internos (mgrB_int) para el control positivo en
ambos casos.

Region externa Region interna

500 pb
300 pb 500 pb
200 pb ~ 253 pb
100 pb
200 pb
100 pb ~ 110 pb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la estandarizacion para la amplificacion del gen
mgrB por PCR de punto final. MPM, Marcador de peso molecular; CP, Control Positivo (K. pneumoniae
ATCC BAA-1705); CR, Control de Reactivos; pb, pares de bases.

Respecto a los 39 aislamientos CRK-colR, utilizando los oligonucleétidos externos se obtuvo
un amplicén de =253 pb para 32 aislamientos. De los 7 aislamientos restantes, se obtuvo un
amplicén mayor a 1000 pb en 6 de ellos. El aislamiento restante resulté negativo en la PCR
con estos oligonucleotidos (Figura 12). Sin embargo, la amplificacion con los oligonucleotidos
internos (mgrB_int) fue positiva para este ultimo aislamiento, confirmando la existencia de

secuencias de nucledtidos del gen mgrB al observarse un amplicon de =110 pb (Figura 13).
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Aislamientos Aislamientos
A A

424 430 481 486 437 504 MPM 515 525 534

1500 pb —

1000 pb =

500 pb —
300 pb —
200 pb =—
100 pb =—

Figura 12. Imagen representativa de la electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la amplificacion
del gen mgrB por PCR con los oligonucleétidos mgrB_ext para 10 aislamientos de Klebsiella spp.
MPM, Marcador de peso molecular; CP, Control Positivo (K. pneumoniae ATCC BAA-1705); CR,
Control de Reactivos; pb, pares de bases.

1000 pb —

500 pb =

200 pb —

100 pb —

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de la amplificacion del gen mgrB por PCR con los
oligonucledétidos mgrB_int para el aislamiento 424. MPM, Marcador de peso molecular; CP, Control
Positivo (K. pneumoniae ATCC BAA-1705); CR, Control de Reactivos; pb, pares de bases.
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6.5. Alteraciones encontradas en el gen mgrB

Al realizar el analisis de secuencias, se encontré en 21 aislamientos (53.8%) un tipo de
mutacion (Tabla 3), mientras que en 17 (43.6%) no se observd ninguna diferencia en la
secuencia de nucle6tidos en comparacion con la cepa de referencia, es decir, la secuencia

de nucledtidos resulté ser tipo silvestre.

De los 21 aislamientos que presentan alguna mutacién en la secuencia del gen, 15 tuvieron
una mutacién puntual no silenciosa: en 11 se observé una mutacion sin sentido en el
nucleotido 88 (c.88C>T) que cambia el ORF de “CAG” a “TAG” (Figura 15), lo cual resulta en

una proteina trunca de 29 aminoacidos (p.Q30%).

IS4-like (1)

TTTAAGAAGGCCGTGCTATCCTGGCGACATTGCGTACTGATGCGGAGAGTGG
53 -26 -2

p.W6* (1)
Codén de inicio +18
AGTGAAAAAATTACGHTGGEGTTTTACTGATAGTCATCATAGCAGGCTGCCTGT
+1 +52
1S1-like (1) 1S1-like (1)
+53 * +69 *
TTGCTGTGGACTCAGATGTCTTAACGTAATGTGCGACGATGTTCAGTTTTTC
+66 +38 +95
1S5-like (1) IS5-like (2) p.Q30™ (11)

AGCGGCATTTGCACTATTAAAAATTTATTCCGTGGTAA

Coddn de término

Figura 14. Alteraciones en el gen mgrB mediadas por IS 0 mutaciones puntuales en los aislamientos
de K. pneumoniae (numero de aislamientos). Los sitios de inserciébn se indican con flechas.
Encerrados en rectangulos negros se indican los codones que tienen un cambio de nucleétido y en
negritas los codones de inicio y término.
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En 3 aislamientos de K. oxytoca se identific6 una mutacion de sentido erréneo en el nucleétido
136 (c.136C>A) que cambia el ORF de “CCC” a “ACC” (Figura 15), teniendo un cambio de
aminoacido de prolina por treonina (p.P46T) y en un aislamiento se encontré una mutacion
sin sentido en el nucledtido 18 (c.18G>A) que cambia el ORF de “TGG” a “TGA”, resultando

en una proteina trunca de 5 aminoacidos (p.W6*).

Cododn de inicio

G;TGAAAAAATTAC GCTGGGTTTTGCTGATAGTCATCATCGCAGGTTGTTTACTG

CTATGGACTCAGATGCTTAACGTAATGTGCGATCAGGATGTACAGTTCTTCAG

Codén de término

CGGCATCTGCACTATCAATAAATTTATTICCCTGGTAA
+136

p.P46T (3)

Figura 15. Alteracion por mutacién puntual en el gen mgrB en los aislamientos de K. oxytoca.
Encerrado en un rectangulo negro se indica el coddn que tiene un cambio de nucle6tido y en negritas
los codones de inicio y término.
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Tabla 3. Comparacion de los 21 aislamientos CRK-colR con mutaciones en la

secuencia del gen mgrB

428 HCG K. pneumoniae p.Q30* >64 XDR
542 INNN K. pneumoniae p.Q30* 64 XDR
544 INNN K. pneumoniae p.Q30* 32 XDR
545 INNN K. pneumoniae p.Q30* 32 XDR
547 INNN K. pneumoniae p.Q30* 64 XDR
549 INNN K. pneumoniae p.Q30* 64 XDR
555 INNN K. pneumoniae p.Q30* 64 XDR
574 INNN K. pneumoniae p.Q30* 8 XDR
599 INNN K. pneumoniae p.Q30* 32 XDR
601 INNN K. pneumoniae p.Q30* 32 XDR
603 INNN K. pneumoniae p.Q30* 32 XDR
592 INNN K. pneumoniae p.W6* 4 PDR
469 INNN K. oxytoca p.P46T 16 XDR
470 INNN K. oxytoca p.P46T 16 XDR
473 INNN K. oxytoca p.P46T 16 XDR
176 INR K. pneumoniae IS1-like 16 PDR
554 INNN K. pneumoniae IS1-like 32 PDR
416 UMAE K. pneumoniae I1S4-like 32 PDR
480 UMAE K. pneumoniae  1S903B-like >64 XDR
481 UMAE K. pneumoniae  1S903B-like >64 XDR
498 INNN K. pneumoniae IS5-like 64 XDR

HGC, Hospital Civil de Guadalajara; INNN, Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia; UMAE,
Unidad Médica de Alta Especialidad de Pediatria; INR, Instituto Nacional de Rehabilitacion; XDR,
Extensamente resistente; PDR, Pandrogo resistente.
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En los 6 aislamientos restantes se hallaron secuencias ajenas al gen mgrB. Al realizar un
alineamiento local en la base de datos IS Finder, se determiné que estos aislamientos
presentaban una secuencia de insercion (IS) de las familias 1S1, 1S4 e IS5 con una similitud
= 95% respecto a las IS de la base de datos. Cabe aclarar que, debido a esta similitud, las IS
fueron nombradas sin asignarle una isoforma y considerando soélo la familia a la que
pertenecen. Los detalles de cada IS se encuentran en la Tabla 4. Ademas, los elementos de

insercion muestran diferentes sitios de interrupcion de la secuencia del gen (Figura 14).

Tabla 4. Caracteristicas de las secuencias de insercidn encontradas en este estudio

Similitud Longitud Especie de

Especie IS Familia Isoforma .
P (%) (pb) origen
K. . .
: IS1-like IS1X2 96 768 E. coli
pneumoniae
K IS1
o IS1-like IS1IR 99 768 E. coli
pneumoniae
K. . IS4-like IS4 IS10R 99 1329 S. typhimurium
pneumoniae
K. . IS5-like 1S903B 95 1057 E. coli
pneumoniae
K IS5
o IS5-like ISKpn74 99 1056 K. pneumoniae
pneumoniae

IS, Secuencia de Insercion; pb, pares de bases.
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7. DISCUSION

En los 39 aislamientos CRK-coIR puede observarse que su origen bioldgico, asi como la edad
de los pacientes tienen una amplia diversidad. Esto es principalmente debido a la institucion
de origen, ya que en cada una se reciben a distintos tipos de pacientes para la atencion de
diversas enfermedades. Por ejemplo, el 67% (n=26) de los aislamientos provienen del INNN,
la secrecidn respiratoria y la orina son las muestras mas comunes, 15 aislamientos para el
primer tipo de muestra y 6 para el segundo. Esto se relaciona a pacientes con condiciones
cronicas que necesitan dispositivos médicos para su atencion y manejo (canulas de

traqueostomia y sonda urinaria).

En este estudio, la especie predominante fue K. pneumoniae con un 87% (n=34), mientras
que el 10% (n=4) corresponde a K. oxytoca y sélo el 3% (n=1) a K. variicola, mostrando una
tendencia ya conocida, debido a que K. pneumoniae tiene una alta prevalencia en
aislamientos clinicos, ademas se muestra como K. oxytoca y K. variicola son patégenos

emergentes al representar en conjunto un bajo porcentaje del total de aislamientos [13, 37].

En cuanto a los valores de CMI de la Tabla 2, se observa que existe un amplio rango de
concentraciones que varia desde 4 pug/mL a > 64 pug/mL, con una CMlIso = 32 pg/mL y una
CMilgo > 64 pg/mL. Estos resultados concuerdan con lo encontrado en otros estudios, en donde
el rango de CMI para aislamientos con o sin mutaciones en el gen mgrB es el mismo [34, 38,
39] e incluso este rango puede ser mas amplio, desde 4 pg/mL a > 256 upg/mL [40, 41].
Ademas, en dos de estos trabajos se informaron valores de CMIso y CMIgo similares a las
determinadas en este estudio, a saber, CMlso = 16 y 64 pg/mL, y CMleo= 32y > 128 pg/mL,
demostrando que existen una amplia diversidad y nivel de significancia en cuanto a la CMI de

colistina en aislamientos CRK de origen clinico en varias partes del mundo [34, 41].

La clasificacion del fenotipo de resistencia es utilizada para definir a los microorganismos que
son resistentes a un numero significativo de medicamentos terapéuticamente activos [7]. Los
resultados revelaron que el 82% (n=32) de los aislamientos CRK-colR son XDR, seguido del
fenotipo PDR con un 13% (n=5) y solamente el 5% (n=2) resulté MDR (Figura 9).

Curiosamente, obtener 2 aislamientos MDR contrasta con la idea de que las cepas por ser

resistentes a carbapenémicos y colistina, podrian llegar a ser XDR e incluso PDR. Sin
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embargo, esto puede indicar que la resistencia a colistina pudo haber evolucionado de forma
independiente en los pacientes por tener una exposicion previa al farmaco o haber surgido
debido a la resistencia cruzada entre la colistina y los péptidos antimicrobianos cationicos del

hospedero [30].

Por otro lado, el surgimiento de cepas de Klebsiella spp. XDR es preocupante por si mismo
cuando se considera su resistencia a los carbapenémicos, uno de los grupos de antibioticos
de mayor uso en los hospitales de nuestro pais [22], limitando las opciones terapéuticas para
los pacientes infectados por estos patdgenos, ademas de contribuir a la alta incidencia de
IAAS y pobres resultados en el tratamiento [6, 24]. El problema se agrava en los 5
aislamientos clasificados como PDR ya que no se cuentan con mas opciones terapéuticas

considerando los antibi6ticos evaluados en este estudio.

Desde el 2015, cuando se encontraron cepas de E. coli portadoras del gen mcr-1, se
considero la posibilidad de que la resistencia a colistina fuera posible por medio de la
transferencia horizontal de este determinante genético. Esto es preocupante sobre todo
porque a través de la conjugacién puede ser posible la diseminacion de variantes del gen mcr
entre BGN como Klebsiella sp. [33].

En el presente estudio no se encontro la variante mcr-1 en ninguno de los 39 aislados CRK-
colR por medio de PCR. Sin embargo, a nivel mundial, los estudios en los que se ha
encontrado el gen mcr-1 y sus variantes se centran en el continente asiatico, especificamente
en China. En un estudio en el que se incluyeron 47 paises de los cinco continentes, se
investigd la presencia de genes tipo mcr en 15 géneros bacterianos, de los cuales 11
pertenecian a la familia Enterobacteriaceae. Se reporté que E. coli, seguido de Salmonella
sp., ¥ Klebsiella sp. son las bacterias portadoras mas comunes. A partir de 112,649
aislamientos se identificaron genes mcr en 5,191 (4.6% del total). Las cepas provenian
principalmente de muestras de animales (53%, n=2696) y origen clinico (39%, n=2068), y en
menor medida a partir de muestras ambientales y de alimentos (8%, n=330). De estas 5,191
cepas, la variante mcr-1 fue identificada como la mas comun en 4,917 (95%), y el resto de
variantes mcr en 274 (5%) aislamientos. En lo que respecta al género Klebsiella, de las 4,917
cepas portadoras del gen mcr-1, 133 (2.7%) pertenecian a Klebsiella spp.; 126 fueron
identificadas como K. pneumoniae, 4 cepas como K. oxytoca y 3 como K. variicola. Los

resultados de este estudio muestran que la variante mcr-1 se identifica frecuentemente a partir
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de muestras animales y principalmente en la especie E. coli (93.5%), permitiendo observar

que las cepas de Klebsiella spp. portadoras de genes tipo mcr son poco comunes [42].

Considerando sélo al continente americano el panorama es similar al resto del mundo. Existen
multiples estudios que identifican genes mcr en enterobacterias, en los cuales la variante mcr-
1 se ha encontrado como la mas comuan. En México se ha reportado la presencia de mcr-1
Gnicamente en cepas de E. coli de origen animal en 2018, y en el 2019 a partir de una muestra

de materia fecal de un infante hospitalizado [25].

En el resto de América se ha encontrado el gen mcr-1 en cepas de K. pneumoniae en Brasil,
Colombia, Peru, E.U.A y Paraguay. En K. oxytoca se ha observado la presencia de esta
variante sélo en Perl. En lo que respecta al resto de variantes de genes mcr, en K.
pneumoniae se han encontrado la mcr-3, mcr-7, mcr-8, mcr-9 y mcr-10. La variante mcr-9
parece ser la mas frecuente en el continente americano ya que se ha reportado en paises
como Argentina, Brasil, Canada, E.U.A. y México. En K. oxytoca se ha detectado la presencia
de mcr-9 y mcr-10 [25].

Las razones por las cuales se ha incrementado los reportes a nivel mundial pueden ser el uso
prolongado de las polimixinas en medicina veterinaria en paises como China, Reino Unido,
Espafia e Italia, asi como el sobre uso de la colistina en medicina humana para el tratamiento

de infecciones por patégenos altamente resistentes [42].

Por otra parte, de los 39 aislamientos CRK-coIR en este estudio, el 53.8% (n=21) presentan
algun tipo de mutacion en la secuencia del gen mgrB. Estos resultados son similares a los
encontrados en dos investigaciones en donde observaron que las cepas CRKp tenian
alteraciones en el gen mgrB en 59% (n=33) [34] y 65% (n=32) [43] de los aislamientos. En
otros estudios el porcentaje ha sido incluso mayor (85%) [40, 44, 45], sugiriendo que el
mecanismo de resistencia adquirida a colistina en Klebsiella spp. de origen clinico esta
basado principalmente en la inactivacion del gen mgrB mediante la interrupcion de la
secuencia por una IS, mutaciones de sentido errébneo o por mutaciones sin sentido que
conducen a codones de paro [24, 26, 45]. Ademas, se cree que este mecanismo de
resistencia pudo surgir y diseminarse mundialmente como resultado de un fendmeno natural
debido al movimiento de secuencias de insercion dentro de genomas y plasmidos bacterianos
[30].
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La mutacién sin sentido ¢.88C>T (p.Q30*) hallada en 11 aislamientos de K. pneumoniae
(28.2%, N=39) ha sido reportada previamente en diferentes estudios de Asia, Europa y
América [39, 40, 43, 45 - 51], mientras que la mutacion sin sentido c.18G>A (p.W6*)
encontrada en 1 aislamiento de K. pneumoniae y la mutacién de sentido erréneo c.136C>A
(p.P46T) en 3 aislamientos de K. oxytoca no se han reportado previamente. Ademas, se han
localizado otras alteraciones en el nucleétido niamero 88, a saber, p.Q30R [39, 48] y una
secuencia repetida de 80 nucledtidos que inicia en este sitio [52]. Estos hallazgos sugieren
que la posicién +88 en el gen mgrB es una region critica, propensa a mutar y desencadenar
la resistencia a la colistina [47]. En lo que respecta a la especie K. variicola, la secuencia del
gen mgrB resulto ser tipo silvestre. Esta especie ha sido poco estudiada, sin embargo, en una
investigacion se encontré una alteracion por delecion de una citosina en la posicion +93 del
gen mgrB, demostrando que si puede presentarse alguna alteracion en este determinante

genético y ser responsable de la resistencia a colistina en K. variicola [53].

En diferentes investigaciones sobre las alteraciones en el gen mgrB en cepas de K.
pneumoniae y K. oxytoca productoras de BLEEs y carbapenemasas se ha observado que las
secuencias de insercion juegan un papel fundamental en la resistencia a la colistina. Las IS
son elementos genéticos moviles pequefios de aproximadamente 0.7 a 2.5 kpb que se
encuentran en la mayoria de los genomas bacterianos, incluido el género Klebsiella,
particularmente K. pneumoniae representa la especie que frecuentemente alberga elementos
de insercidn. Se cree que estos elementos son esenciales para la evolucion adaptativa de las

bacterias al promover la diversidad genética [29, 54].

Las IS que se encuentran con mayor frecuencia son la IS1-like, IS1F, ISKpn14, 1IS903B, IS10R
e IS5-like. Asimismo, los elementos de la familia IS5 parecen ser los mas comunes en todo
el mundo debido a los multiples reportes en Europa, Asia y América [26, 29, 30, 44, 45, 47].
Estos antecedentes concuerdan con los datos de la presente investigacion, ya que en 3 de
los 6 aislamientos CRK-coIR se encontraba un elemento perteneciente a la familia IS5; 2 de
estos 3 aislamientos contienen la isoforma IS903B (1S5-like) en la posicion +69, la cual ya ha
sido reportada previamente [46, 55], en el aislamiento restante se encontrd la isoforma
ISKpn74 (1S5-like) en la posicion +52, la cual no ha sido reportada con anterioridad, sin
embargo, cabe la posibilidad de que en otros estudios se encuentre reportada como 1S5-like
sin especificar la isoforma [39, 45, 47, 52, 56 - 58]. De forma similar, podria ocurrir [o mismo
para la IS1X2 (IS1-like) en la posicion +96, ya que existen reportes Unicamente como I1S1-like
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[38, 44, 47, 58]. Respecto a las IS restantes, IS10R (1S4-like) e IS1R (IS1-like), ya han sido
reportadas [41, 43, 45, 50].

Los cinco tipos de IS halladas tienen distintos sitios de insercion, sin embargo, parece ser que
como ocurre con la mutacion puntual p.Q30* puede que las IS tengan regiones mas
propensas para su insercion dentro del gen, debido a que se ha observado que en el segundo
tercio de la secuencia de nucledtidos (+48 a +96), frecuentemente se reportan IS
interrumpiendo la secuencia del gen en esta regién [39, 40, 43 - 45, 52, 55, 56, 59].

Asimismo, en el aislamiento 424, la amplificacion con los oligonucleotidos externos del gen
mgrB resultd negativa (Figura 12), sin embargo, la amplificacion con los oligonucledtidos
internos resulto positiva (Figura 13). Este resultado sugiere que existe una mutacion puntual
o la interrupcion de la secuencia por una IS en el sitio de union de los oligonucledtidos
externos con la secuencia del gen, resultando en el silenciamiento genético del gen mgrB y
consecuentemente la disminucion en la expresion de la proteina MgrB, sin embargo, se

necesitan mas estudios para probar esta hipétesis [45, 47].

En México, la informacion acerca de mutaciones en el gen mgrB relacionadas con la
resistencia a colistina en cepas de Klebsiella spp. es escasa. Unicamente existe una
publicacion que informa el hallazgo en otros estudios acerca de mutaciones por el cambio del
marco de lectura (frameshift), mutaciones por delecién e interrupciones de la secuencia
codificante debido a elementos de insercion, sin embargo, no se especifica el tipo de IS ni

posicion del nucledtido que sufre tal cambio [25].

Sin embargo, el gen mgrB no es el Unico determinante genético en el que se han encontrado
mutaciones responsables de la resistencia a la colistina. En un estudio del 2022 se realizé
una investigacion a nivel mundial sobre la prevalencia de las mutaciones en genes
cromosoémicos y el gen mcr-1 en aislamientos de K. pneumoniae resistentes a colistina. La
mayoria de las mutaciones se pudieron observar en el gen mgrB, pero también en los genes
pmrB, phoQ y pmrA [29]. Asimismo, en K. variicola sélo se han hallado mutaciones en el gen
phoQ [53, 60].

Por otra parte, al realizar una comparacion de los aislamientos con mutaciones en mgrB con
respecto a la CMI y el fenotipo de resistencia determinados (Tabla 3), se observa que no

existe una relacion clara entre estos factores y el tipo de mutacion encontrada, ya que los
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aislamientos presentan un amplio rango de CMI (4 a >64 pg/mL). Las diferencias en los
valores de CMI entre los aislamientos con las mismas alteraciones genéticas pueden ser
atribuidas a alteraciones en otros loci o involucrar otros mecanismos de resistencia como el
incremento del LPS capsular, bombas de eflujo o mutaciones en otros genes reguladores [38,
39, 47]. Curiosamente, los 3 aislamientos de K. oxytoca que presentan el mismo tipo de
mutacion (p.P46T), también provienen de la misma institucion y tienen el mismo valor de CMI,
asi como el mismo fenotipo de resistencia; esto podria ser atribuido a que las cepas tengan
el mismo origen clonal y se haya diseminado dentro de la institucion, sin embargo, se

necesitan mas estudios para obtener la evidencia suficiente que compruebe esta hipotesis.
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8. CONCLUSIONES

La CMI de los 39 aislamientos CRK-colR tuvo un amplio rango que varia desde 4 hasta >64
ug/mL, demostrando la amplia diversidad existente entre estas cepas. Ademas, los resultados
del fenotipo de resistencia muestran la importancia que tienen K. pneumoniae, K. oxytoca y
K. variicola en el entorno clinico, por lo que un entendimiento de los fenGmenos relacionados

al surgimiento de cepas MDR y XDR es crucial para evitar el desarrollo de cepas PDR.

En la busqueda del mecanismo molecular responsable de la resistencia a la colistina, se
obtuvo un resultado negativo en la amplificacion por PCR del gen mcr-1, por lo que encontrar

cepas que porten este determinante genético sigue siendo un hecho esporédico.

Por otra parte, el mecanismo de resistencia a colistina en 21 aislamientos CRK-colR (53.8%)
puede ser atribuido a mutaciones en el gen mgrB, ya sean mutaciones puntuales o secuencias
de insercidén que interrumpen la secuencia nativa del gen, apoyando la hipétesis de que el
principal mecanismo molecular de resistencia a colistina en cepas de K. pneumoniae y K.
oxytoca es debido a alguna alteracion en la secuencia del gen mgrB. Por lo tanto, es crucial
la vigilancia epidemioldgica para mantenerse actualizado sobre las mutaciones en este
determinante genético, sobre todo, de los elementos moviles en K. pneumoniae, lo que podria
detener la propagacion de la resistencia a la colistina y reducir el riesgo de fracaso en el

tratamiento terapéutico.
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9. PERSPECTIVAS

En los 17 aislamientos que no se encontrd ninguna alteracion en la secuencia del gen mgrB
ni la presencia del gen mcr-1, el mecanismo de resistencia a colistina puede estar relacionado
con mutaciones en otros genes cromosomicos, la adquisicidon de variantes de genes tipo mcr

0 una alteracion en la region del promotor del gen mgrB.

Por lo tanto, se propone la busqueda de los genes mcr-3, mcr-7, mcr-8, mcr-9 y mcr-10 en
los 15 aislamientos de K. pneumoniae, y de los genes mcr-9 y mcr-10 en el aislamiento de K.
oxytoca, asi como la busqueda de alguna mutacion en los genes cromosomicos pmrB, phoQ
y pmrA para ambas especies. Mientras que para el aislamiento identificado como K. variicola,

la busqueda de una mutacion en el gen phoQ.

En el aislamiento 424, en el cual la amplificacion con los oligonucleétidos externos del gen
mgrB resultd negativa, pero con los oligonucledtidos internos resultdé positiva, es posible
evaluar una mutacion puntual o la interrupcién de la secuencia por una IS en el sitio de unién

de los oligonucleotidos externos con la secuencia del gen.

Por ultimo, se puede investigar los mecanismos de resistencia a colistina en otras especies

de enterobacterias distintas al género Klebsiella.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Identificacion y determinacién del perfil de resistencia/susceptibilidad

antimicrobiana

a) Preparacion del inéculo bacteriano para la identificacién y analisis de susceptibilidad

antimicrobiana mediante el sistema automatizado VITEK-2

A partir de un cultivo puro de 24 h en agar MH, se prepar6 el inéculo del microorganismo al
0.5 de la escala de McFarland en 3 mL de solucion salina estéril (SS) al 0.45% en un tubo de
12x75 mm para obtener una densidad aproximada de 1.5x108 UFC/mL. Posteriormente se
transfirieron 145 L a otro tubo con 3 mL de SS. En el primer tubo se coloco la tarjeta de
identificacibn microbiana para BGN y en el segundo tubo la tarjeta para el analisis de

susceptibilidad antimicrobiana.

La tarjeta de susceptibilidad antimicrobiana que se emple6 fue la AST-272 que cuenta con

los antibidticos:

e Ampicilina/sulbactam e Imipenem

e Piperaciclina/tazobactam e Meropenem

o Cefoxitina e Amikacina

e Ceftazidima e Gentamicina

e Ceftriaxona e Ciprofloxacino
e Cefepima e Tigeciclina

e Doripenem e Colistina*

e Ertapenem

* La resistencia/susceptibilidad fue determinada por medio de la microdilucion/macrodilucion

en caldo ya que es el método de referencia segun el CLSI [31].
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Anexo 2. Descripcion de los ensayos de microdilucion y macrodilucién en caldo para

la determinacion de la CMI de colistina
a) Preparacion de las diluciones de colistina

Se partié de una concentracion de 5120 pg/mL de colistina, de la cual se realiz6 una dilucion
1:10 con 900 pL de CAMHB. Posteriormente se realizaron las diluciones del esquema de la
Figura X.

En el caso de la macrodilucion en caldo se utilizaron discos de papel impregnados con sulfato
de colistina a una concentracion de 10 pg/mL. Un disco fue resuspendido en 5 mL de CAMHB
y se incub6 durante 1h a 35°C. Transcurrido el tiempo, se colocé 1 mL en un tubo de 12x75

mm en donde se adiciond el in6culo bacteriano.

N v \
! 3 4'_3 % = } g = } % — ]F % } :__% é lf € — }
\ \ I,-': II-"I ,\I I."l \ ..II II,"I "-I II,"I
W - b L W L \J J
Concentracion 64 32 16 8 4 2 1 05 025 0.062

(Hg/mL)

Volumen CAMHB 7 mL 2mL 3mL 7 mL 2mL 3mL 7 mL 2mL 3mL 7 mL 2mL

Volumen Final: 4 mL Volumen Final: 6 mL 4 mL

Figura 16. Esquema de la preparacion de diluciones de colistina para el ensayo de microdilucién en
caldo. La concentracion final de colistina se muestra en azul; el volumen agregado inicialmente de
CAMHB se muestra en rojo.
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b) Preparacién del indculo bacteriano para la determinacién de la CMI a colistina

A partir de un cultivo puro de 24 h en agar MH, se prepar6 el inéculo del microorganismo al
0.5 de la escala de McFarland en 3 mL de SS al 0.9% en un tubo de 12x75 mm para obtener
una densidad aproximada de 1.5x108 UFC/mL. Posteriormente se realizé una dilucién 1:20
transfiriendo 100 pL de la primera suspension a otro tubo de 12x75 mm con 1.9 mL de SS
para lograr una densidad aproximada de 7.5x10% UFC/mL. Este tubo se empled para realizar
la inoculacién con 10 uL en cada pocillo de la microplaca para la microdilucién en caldo.

Para la macrodilucién en caldo, a partir de la suspension del microorganismo al 0.5 de
McFarland, se tomaron 6.6 pL y adicionaron al tubo de 12x75 mm con 1 mL de colistina
ajustado a 2 pg/mL. Con estas series de diluciones se logra una concentracion final del in6culo
de 7. 5x10° UFC/mL [31].

Anexo 3. Protocolo parala deteccidon de los genes mcr-1y mgrB.

a) Caracteristicas de los oligonucleotidos

Tabla 5. Oligonucleétidos utilizados en este estudio

Tamano del
Gen Oligonucleotido Secuencia 5’ - 3’ amplicon Referencia
(pb)
CLR’5-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC Liu, Y., et al.
mcr-1 309
CLR’5-R CTTGGTCGGTCTGTA GGG (2016)
mgrB_extF AAGGCGTTCATTCTACCACC
253 Cannatelli,
mgrB_extR TTAAGAAGGCCGTGCTATCC
mgrB A, etal
mgrB_intF CGGTGGGTTTTACTGATAGTCA
gro_ 110 (2014)
mgrB_intR ATAGTGCAAATGCCGCTGA

C, citosina; G, guanina; A, adenina; T, timina.

b) Preparacién de la mezcla de reaccion de PCR

Los volumenes y concentraciones empleadas de cada reactivo se indican en la tabla X. El
volumen total de 25 pL es para una reaccion de PCR. La mezcla de reaccion para la

amplificacion del gen mgrB es la misma tanto para la region interna como la externa.
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Tabla 6. Mezcla de reaccion de PCR para amplificar los genes mcr-1y mgrB

Gen mcr-1 Gen mgrB

Reactivo (concentracion) Volumen (uL) Reactivo (concentracion) Volumen (uL)
Amortiguador (10X) 2.50 Amortiguador (10X) 25
MgCl, (50 mM) 0.75 MgCl, (25 mM) 1.5
dNTPs (10 pM c/u) 0.50 dNTPs (10 pM c/u) 0.5
Oligonucledtido F (10 uM) 0.50 Oligonucledétido F (15 uM) 0.5
Oligonucledétido R (10 uMm) 0.50 Oligonucledtido R (15 pM) 0.5
Taq polimerasa (5U/uL) 0.15 Taq polimerasa (5U/uL) 0.2
H,0 libre de nucleasas 17.10 H,O libre de nucleasas 14.3
ADN (17-21 ng/pL) 3.00 ADN (17-21 ng/pL) 5.0

Volumen final 25.0 pL Volumen final 25.0 uL

c) Preparacion del amortiguador TBE 5X

Para la preparacion de 500 mL de TBE 5X, se pesaron 27.0 g de tris base, 13.75 g de &cido
borico y se mezclaron con 10 mL de EDTA a un pH=8.0. Posteriormente se aforé a 500 mL y

transfirié a un vaso de precipitados en donde, con agitacion constante, se ajust6 el pH a 8.3.

Anexo 4. Secuencias de referencia utilizadas en este estudio

La cepa control susceptible a colistina (K. pneumoniae ATCC BAA-1705) fue comparada
previamente con la secuencia de referencia de la cepa K. pneumoniae ATCC 700721
MGH78578 (No. de acceso de GenBank CP000647.1) [39, 40, 61] para establecer la correcta
comparacion entre los aislamientos identificados como K. pneumoniae y la cepa control
susceptible a colistina. Ademas, se emplearon las secuencias de referencia de las cepas
susceptibles a colistina K. oxytoca KCTC 1686 (No. de acceso de GenBank CP003218.1) [39]
y K. variicola ATCC BAA-830 (No. de acceso de GenBank CP(072130.1 [62] para la
comparacion de las secuencias de los aislamientos identificados como K. oxytoca y K.

variicola respectivamente.
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